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1      Introducción  
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“Aunque la verdad de los hechos resplandezca, 
siempre se batirán los hombres en la trinchera 





 Los agentes alquilantes son carcinógenos primarios de acción directa.1 La 
mayoría de los cancerígenos no alquilantes per se sólo son efectivos tras haberse 
metabolizado hasta especies alquilantes.2-4 
La secuencia de bases heterocíclicas en el interior de la doble hélice del 
ADN configura el código genético que dirige el funcionamiento de los seres vivos. 
Para la expresión adecuada del ARN mensajero es necesaria la lectura correcta de 
la secuencia del ADN. Por eso las modificaciones producidas en el ADN pueden 
conducir a importantes consecuencias biológicas. Un ADN dañado puede 
provocar cambios en la expresión genética, inhibir la división celular o inducir la 
muerte celular.5-7 En consecuencia, la química del ADN es radicalmente 
importante en muy diversos campos como la biotecnología, toxicología y química 
médica.8,9 En nuestro grupo de trabajo se han investigado cinéticamente diversos 
mecanismos de reacciones de modificación del ADN que pueden conducir a 
importantes consecuencias biológicas. 
Los primeros resultados en el ámbito de los mecanismos de alquilación se 
obtuvieron en la pasada década en el marco de una investigación sistemática de 
mecanismos de nitrosación. En ese contexto, nuestro trabajo se viene centrando 
sin solución de continuidad en tres objetivos: 
1. Estudio de mecanismos de nitrosación de substratos lineales y cíclicos y 
búsqueda de correlaciones estructura/actividad en nitrosaminas. Al estudiar la 
nitrosación de aminoácidos con grupo amino secundario se demostró que, junto a 
la nitrosación por NO+ y N2O3, interviene un mecanismo que implica la 
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formación inicial de un aminocarboxilato de nitrosilo, seguida de una migración 
intramolecular del grupo NO. 
2. Estudio de mecanismos conducentes a la degradación de nitroso 
compuestos o a inhibir su formación. 
3. Estudio de mecanismos de alquilación. Se ha trabajado con sustratos 
precursores de N-nitrosocompuestos que pueden dar lugar a mecanismos de 
alquilación.  
La nitrosación de aminoácidos con grupo –NH2 es particularmente 
interesante. Se sabía que conduce a la formación de especies mutágenas, pero se 
desconocía su naturaleza. Ejemplo significativo es la nitrosación del dipéptido 
aspartamo, éster metílico de la L-aspartil-L-fenilalanina, edulcorante bajo en 
calorías de amplio uso. 
Al investigar los mecanismos de nitrosación de aminoácidos primarios se ha 
demostrado que los productos resultantes son lactonas, algunas de las cuales son 
mutágenos/cancerígenos muy activos.1,10-13 Por eso se ha investigado también la 
reactividad de estas especies como agentes electrófilos, habiéndose encontrado 
correlación entre electrofilia y capacidad mutágena.14-16  
 El método de trabajo puesto a punto ha mostrado su aplicabilidad no sólo 
para estudiar la capacidad alquilante de electrófilos fuertes, sino también de 
moléculas de electrofilia débil, como los sorbatos.  
 Los resultados obtenidos con distintos agentes alquilantes han permitido 
alcanzar conclusiones de carácter general que han aconsejado abordar 
simultáneamente los mecanismos de alquilación tanto desde una perspectiva 
experimental de carácter cinético como con tratamientos in silico que han facilitado 
una mejor y más completa comprensión de esos mecanismos.17-41 
 En esa línea de trabajo se ha abordado el estudio de la capacidad alquilante 
de los epóxidos. Debido a su amplio uso en ciencia y tecnología, al grado de 
exposición del ser humano a los mismos y a su capacidad de reacción con centros 




de los epóxidos, son tema de notable interés interdisciplinar. En las páginas que 
siguen se da cuenta de los resultados obtenidos. 
 Como en nuestro grupo de trabajo se busca el mayor acercamiento posible 
a mecanismos de modificación del ADN potencialmente inductores de efectos 
biológicos, y como la adopción del ADN de conformación Z puede conducir a 
mutagénesis y carcinogénesis, se ha abordado el estudio del cambio 
conformacional B-Z del ADN mediado por distintos promotores en colaboración 
con el grupo “Kinetics and equilibria in Solution” (Università di Pisa). En las páginas 
finales de esta memoria se describen muy brevemente los primeros resultados 
obtenidos. 
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“If you have an apple and I have an apple and we exchange these apples  
then you and I will still each have one apple. 
But if you have an idea and I have an idea and we exchange these ideas, 
then each of us will have two ideas.” 




2.1.1 Agentes alquilantes 
2.1.1.1 Generalidades 
El término agente alquilante (AA) fue definido por Ross desde un punto de vista 
biológico de la siguiente forma: “Compuesto capaz de reemplazar un átomo de 
hidrógeno por un grupo alquilo en condiciones fisiológicas (pH = 7,4; T = 37,0 
ºC, en disolución acuosa)”.1,2 Los agentes alquilantes son, por tanto, especies 
electrófilas capaces de reaccionar con nucleófilos transfiriendo su grupo alquilo. Su 
capacidad de unión con centros nucleófilos presentes en el medio biológico es 
motivo de que los agentes alquilantes hayan suscitado y susciten gran interés.1-5 La 
unión con átomos de N, S y O de proteínas y ácidos nucleicos da lugar a la 
formación de aductos que pueden producir efectos nocivos (citotoxicidad, 
genotoxicidad…) entre los que cabe destacar la aparición de tumores y cáncer.6 
Contrariamente, y debido también a su capacidad de unión al ADN, destaca su 
aplicación, desde 1950, con fines clínicos en quimioterapia.7 
A pesar de que la aplicación médica sea probablemente la más conocida, los 
agentes alquilantes poseen aplicaciones en numerosas áreas. 
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2.1.1.2 Usos y vías de exposición 
Las primeras aplicaciones de agentes alquilantes como el gas mostaza fueron en 
el ámbito militar. Su utilización como armas químicas8,9 produjo una inversión 
sustancial, de tiempo y dinero, en la investigación de los mismos facilitando el 
desarrollo de nuevas aplicaciones.  
Actualmente el empleo de agentes alquilantes se encuentra muy extendido. 
Es habitual su utilización como intermedios industriales en síntesis orgánica, en la 
producción de surfactantes, glicoles y polímeros,10 como disolventes orgánicos y 
como agentes de entrecruzamiento en procesos de manufactura. Destacan sus 
aplicaciones como agentes quimioterapeúticos,7,8,11,12 antibacterianos y 
antifúngicos y como esterilizantes de: alimentos, ropa, fármacos, material 
quirúrgico, libros, equipos médicos, farmaceúticos y científicos, etc.13,14  
 El uso generalizado de los agentes alquilantes hace que el ser humano se 
encuentre expuesto a este tipo de compuestos por vía exógena. Además, dado que 
se generan in vivo a partir de precursores, puede darse también exposición 
endógena a los mismos (tabla 2.1.1).  
Tabla 2.1.1. Vías de exposición a agentes alquilantes. 
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 Como consecuencia de lo anterior, el estudio de la reactividad de los 
agentes alquilantes en general y frente a macromoléculas biológicas, en particular, 
es un tema de particular relevancia. 
2.1.1.3 Reactividad de los agentes alquilantes 
Los mecanismos de alquilación han sido descritos, entre otros, por Price4 y Ross.1 
En general, la efectividad de los agentes alquilantes transcurre a través de 
reacciones de sustitución nucleófila, SN, que, según su curso cinético, se clasifican 
como unimoleculares, SN1, o bimoleculares, SN2. En las reacciones SN1 la etapa 
limitante de velocidad es la formación del intermedio reactivo carbocatión que 
reacciona posteriormente con el nucleófilo. Por eso la velocidad de reacción 
depende fundamentalmente de la concentración inicial de agente alquilante y es 
independiente de la de sustrato alquilable. Sin embargo, en las reacciones SN2 se 
produce una reacción concertada con desplazamiento de un grupo saliente, 
presente en el agente alquilante, por un nucleófilo más fuerte. La velocidad de las 
reacciones SN2 depende de la concentración de ambos reactivos, sustrato 
alquilable y agente alquilante. No existen reacciones puramente SN1 o SN2, aunque 
suele prevalecer un tipo de reacción sobre la otra. El tipo de sustitución 
nucleofilíca depende de factores como concentración de los reactivos, pH y 
naturaleza del disolvente, pero también de la naturaleza del propio nucleófilo.5 De 
hecho los agentes alquilantes pueden clasificarse, según el tipo de sustitución 
nucleófilica, como: 
-Agentes alquilantes SN2 o agentes alquilantes tipo SN2. 
-Agente alquilantes SN1 o agentes alquilantes tipo SN1. 
 No obstante, es más apropiado hablar de un agente alquilante con un 
mayor carácter SN1 o SN2, pues existen también agentes alquilantes denominados 
fronterizos SN1/SN2.15,16 A pesar de no ser la recomendada por la IUPAC para 
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nombrar los mecanismos de alquilación,17 esta es la nomenclatura más habitual 
encontrada en bibliografía. 
 Otra clasificación se refiere al número de grupos electrófilos susceptibles 
de dar lugar a reacciones de alquilación. Con este criterio, los agentes alquilantes se 
clasifican como:  
-Monofuncionales 
-Polifuncionales 
 Los agentes alquilantes también han sido clasificados según su modo de 
actuación: 
-Agentes alquilantes directos: son, per se, electrófilos capaces de producir la reacción de 
alquilación de forma directa. Pertenecen a este grupo especies tan dispares como 
epóxidos, nitrosoureas, sulfonatos, sultonas, haloéteres y algunas lactonas y 
mostazas.18-20 
-Agentes alquilantes indirectos: requieren metabolización previa para dar lugar a la 
especie alquilante; entre ellos se encuentran hidrocarburos, pigmentos azo, aminas 
aromáticas y dialquilnitrosaminas.20 
 La figura 2.1.2 muestra algunos agentes alquilantes típicos.  
 
Figura 2.1.1. Clasificación de los agentes alquilantes de acuerdo con su reactividad. 
 




Figura 2.1.2. Agentes alquilantes típicos. 
2.1.1.3.1 Ensayos químicos para investigar la reactividad de agentes 
alquilantes 
Para estudiar la reactividad de los agentes alquilantes o simplemente detectarlos, se 
han desarrollado numerosos tests y métodos. Los reactivos más empleados se 
muestran en la figura 2.1.3.21-25  
 Algunos métodos se han utilizado como modelos para estudiar la 
reactividad de especies bioactivas con macromoléculas y establecer correlaciones 
entre aquella y los efectos biológicos. Entre esos modelos destaca la NBP (4-(p-
nitrobencil)piridina). El test de NBP es el método más generalizado; por ello se ha 
dedicado una sección exclusivamente a este test (Sección 2.1.2, pág. 31).26 El 
ensayo colorímetrico o fluorimético con nicotinamida permite trabajar en 
condiciones más próximas a las biológicas que con el test de NBP, además de 
formar aductos más estables.27,28 Sin embargo su empleo no se ha generalizado 
tanto. El ensayo con N-mercaptoimidazol (MMI) se utiliza en la modelización de 
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la reactividad con los átomos de nitrógeno de las bases del ADN, para estudiar la 
capacidad alquilante SN2, como el test de NBP. Este ensayo tiene dos 
inconvenientes: la monitorización de la reacción es compleja, porque se hace con 
espectroscopia H-RMN, y presenta dos sitios reactivos, un átomo de azufre y otro 
de nitrógeno.29 Para modelar la alquilación de los oxígenos o de la capacidad 
alquilante SN1 se han utilizado de forma habitual las reacciones con el H2O o con 
trifluoroacetato.29-31 
 
Figura 2.1.3. Moléculas utilizadas en la detección de agentes alquilantes. 
 Aunque, con el fin de simplificar los estudios y reducir costes, algunos de 
los métodos apuntados se han utilizado para modelar la reactividad con 
macromoléculas biológicas, en ningún caso sustituyen al estudio directo. 
2.1.1.4 Interacción de agentes alquilantes con macromoléculas 
El primer artículo sobre interacción covalente de un carcinógeno químico con una 
macromolécula diana tisular fue el de Miller y Miller sobre aductos derivados del 
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N,N-dimetil-4-aminoazobenceno con proteínas en el hígado de ratas y ratones 
alimentados con este compuesto.5 
2.1.1.4.1 Interacción de agentes alquilantes con proteínas 
La reactividad de diferentes agentes alquilantes con las proteínas ha sido estudiada 
in vivo e in vitro por numerosos autores. Se sabe que a pH = 7,5 la práctica totalidad 
de los grupos carboxilo e imidazol sufren alquilación, haciéndolo entre el 11 y el 
44% de los grupos α-amino. El resto de centros nucleófilos también pueden dar 
lugar a alquilación, aunque en pequeña proporción. Ross estudió la reactividad de 
algunos de esos centros.1,2  
 Diversos estudios han establecido correlaciones cualitativas y cuantitativas 
entre reactividad de los agentes alquilantes con proteínas generalmente proteínas 
nucleares asociadas al ADN y su capacidad carcinógena.32,33 
2.1.1.4.2 Interacción de agentes alquilantes con ácidos nucleicos 
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 Los agentes alquilantes reaccionan con los átomos de nitrógeno y oxígeno 
de las bases de los ácidos nucleicos, y con los grupos fosfato de ADN y ARN, 
para formar gran variedad de aductos covalentes (figura 2.1.4).6,34-36 Las 
características de los aductos formados dependen de diversos factores:37 
- Reactividad química. Se sabe que los agentes alquilantes tienen preferencia por 
algunas posiciones  nucleófilas de los ácidos nucleicos:34,38,39 los agentes alquilantes 
tipo SN1 muestran elevada afinidad por los átomos de oxígeno exocíclicos, y son 
agentes alquilantes mucho más reactivos que los SN2, que reaccionan 
mayoritariamente con los átomos de nitrógeno de las bases nitrogenadas de los 
ácidos nucleicos.35,40 Sobre la base de su reactividad con los ácidos nucleicos, 
Loechler recomendó denominar a los agentes alquilantes SN2 compuestos “low 
oxyphilic” y a los SN1 “high oxyphilic”.39 Los factores que dirigen la reactividad de 
los agentes alquilantes con los ácidos nucleicos son una combinación de factores 
estéricos y electrónicos. Algunas teorías han tratado de explicar el comportamiento 
observado (tabla 2.1.2): 
- En la escala Swain-Scott de nucleofilia/electrofilia, los nucleófilos con 
valores bajos de constante de sustrato, s, normalmente asociados a agentes 
alquilantes SN1, 41 tienen mayor afinidad por los centros menos nucleófilos 
del ADN, fosfatos y átomos de oxígeno. A valores más altos de s, mayor 
preferencia por los centros que poseen una mayor nucleofilia (átomos de 
nitrógeno) y particularmente por el N7 de la guanina.15,42-46  
- Según la teoría de los ácidos y bases duros y blandos, la reactividad 
observada se explica en términos de selectividad, los agentes alquilantes 
reaccionan con centros que poseen su misma naturaleza. La alquilación de 
los oxígenos fuertes se produce por agentes alquilantes fuertes y los 
centros débiles, átomos de nitrógeno, reaccionan con agentes alquilantes 
débiles.47 Los agentes alquilantes pequeños y difundibles reaccionan con la 
posición N7.20,34,39 




Tabla 2.1.2. Reactividad entre agentes alquilantes y diferentes centros nucleófilos 
atendiendo a diferentes teorías. 
 
Molecularidad Fuerte/Débil Swain-Scott Principales posiciones reactivas 
AA Proteínas
32
 Ácidos nucleicos 














 Ninguna de esas teorías explica por completo las afinicidades observadas 
experimentalmente. 
 - Número de centros reactivos que contenga el agente alquilante, es decir, si es mono o 
polifuncional. Los agentes alquilantes monofuncionales contienen un único sitio 
reactivo, sólo pueden reaccionar con los ácidos nucleicos en una posición 
formando aducto covalente. Los agentes polifuncionales, después de formar 
aducto con una de las posiciones reactivas, pueden reaccionar con el ácido 
nucleico a través de otra posición, dando lugar a entrecruzamiento intrahebra o 
interhebras. 
 
Figura 2.1.5. Efectos producidos por reacción de agentes alquilantes 
mono y bifuncionales con los ácidos nucleicos. 
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- El tipo de grupo alquilo añadido. El tamaño del grupo alquilo así como la presencia 
de grupos funcionales en el mismo, modifican los efectos causados por la 
alquilación. 
- El tipo de sustrato, ARN, ADN de hebra sencilla o doble hebra y la conformación de este 
último. Hay que tener en cuenta que, en el caso del ADN doble hebra la reacción 
está también condicionada por efectos estéricos. Según sea la conformación en 
que se encuentre el ADN, las posiciones de ataque de los agentes alquilantes son 
más o menos accesibles. Cuando el ADN se encuentra en su configuración normal 
(ADN B), los átomos O6 y N7 de las guaninas son más accesibles que cuando el 
ADN se halla en conformación Z, levógira.48  
 A continuación se describen los efectos biológicos derivados de la 
interacción de agentes alquilantes con el ADN u otras macromoléculas.  
2.1.1.5 Actividad biológica de los agentes alquilantes 
2.1.1.5.1 Actividad biológica de agentes alquilantes monofuncionales 
 Los agentes alquilantes monofuncionales al interaccionar con las bases del 
ADN, pueden dar lugar a mutaciones puntuales, que pueden: 
 Alterar el marco de lectura. Por inserción/deleción: Uno o más pares de 
nucleótidos se insertan o se eliminan. Este tipo de mutaciones, salvo que 
se compensen entre sí, pueden alterar la secuencia de aminoácidos de la 
proteína codificada y sus consecuencias suelen ser graves. 
 No alterar el marco de lectura. Se produce cuando tiene lugar la 
sustitución de pares de bases. Las mutaciones se denominan en ese caso: 
 Transiciones: Las purinas y pirimidinas son reemplazadas por bases 
del mismo tipo.  
 Transversiones: Las purinas son reemplazadas por pirimidinas y 
viceversa.  
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 Las sustituciones provocan la alteración de un único triplete y por 
tanto, salvo que indiquen un triplete de parada, o un aminoácido del 
centro activo de una enzima, pueden no ser perjudiciales.  
En la tabla 2.1.3 se recogen las principales mutaciones asociadas a la 
alquilación del ADN. Puesto que las posiciones que sufren alquilación son 
mayoritariamente O6 y N7 de la guanina, cabe destacar sus posibles consecuencias 
biológicas. Es necesario tener en cuenta que, en caso de producirse, desde que 
tiene lugar la mutación puntual hasta la aparición del efecto biológico, pueden 
transcurrir mecanismos muy complejos (reparación, recombinación, 
reordenamiento…) y que, por tanto, lo que a continuación se apunta es sólo un 
esbozo de las posibles consecuencias biológicas. 
Tabla 2.1.3. Mutaciones asociadas a la alquilación en las principales posiciones 















 Transición G-A 
N7  
Transición G-A  
Eliminación (Depurinación) 
Citosina (C) N3 Transición C-T 
  La estabilidad de los aductos con el ADN parece estar correlacionada con 
la aparición de tumores.6,50 Las lesiones producidas por alquilación en la posición 
O6 tienen mayor capacidad mutágena que las generadas por la formación de 
aductos N7-alquilguanina.34 Mientras que la alquilación en la posición O6 produce 
aductos estables que alteran los puentes de hidrógeno (lo que puede producir 
mutagenia y errores en la codificicación), los aductos N7-alquilguanina son 
inestables y no afectan a los puentes de hidrógeno.34,51 La transición G-A 
producida tanto por alquilación de N7 como de O6, si no es reparada, puede 
acarrear la producción de proteínas defectuosas y, según sea el papel de esa 
proteína, se producirán consecuencias biológicas o no.  
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 Las mutaciones puntuales tienen un papel importante en diferentes 
procesos biológicos, como la activación de oncogenes. La mutagenia directa por 
mal apareamiento de las bases, atribuida a la alquilación de átomos de las bases que 
alteran la especificidad del apareamiento (ej: O6-alquilguanina), puede producir 
recombinaciones y, con ellas, la muerte celular, aberraciones cromosómicas o 
intercambio de cromátidas hermanas.52 La mutagenia indirecta no causa efectos per 
se sino que depende de otros procesos, como que se produzcan errores en los 
procesos enzimáticos de reparación.49,53 Por otro lado, la depurinación (escisión 
del residuo de guanina por alquilación N7), puede provocar ruptura de la cadena 
del ADN,11 y con ella la muerte celular o el reordenamiento cromosómico que 
puede tener consecuencias nefastas.54  
 
Figura 2.1.6. Etapas de la carcinogénesis. 
 Las lesiones del ADN debidas a exposición endógena ascienden a 20.000 
por día y célula. Aunque no se sabe cuál es la contribución exacta de los procesos 
de alquilación, se conoce que existen numerosos mecanismos de reparación 
específicos para las lesiones producidas por alquilación directa o indirecta. Este 
hecho hace pensar que el número de lesiones generadas por ese mecanismo sea 
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muy elevado.35 Numerosas lesiones en el ADN, susceptibles de producir 
mutaciones son reparadas y no producen ningún efecto. Sin embargo, cuando la 
lesión no consigue ser reparada, ni da lugar a muerte celular o generación de una 
respuesta inmune, se produce la replicación del ADN alterado, que puede causar 
aparición de tumores (figura 2.1.6).55  
 Entre los efectos biológicos de los agentes alquilantes monofuncionales, 
destacan además de su capacidad mutágena, tumorígena y carcinógena, su 
toxicidad, citotoxicidad, clastogenia y teratogenia, entre otros.52  
2.1.1.5.2 Actividad biológica de agentes alquilantes bifuncionales 
Los agentes moleculares bifuncionales reaccionan con dos centros nucleófilos 
situados en moléculas diferentes. En el medio biológico se forma inicialmente un 
aducto covalente que luego reacciona con otro nucleótido, proteína o 
macromolécula. Los entrecruzamientos intrahebra del ADN o entre el ADN y una 
proteína o el glutatión, no tienen efectos tan nocivos como los producidos por el 
entrecruzamiento entre hebras del ADN opuestas.56 En este último caso el 
entrecruzamiento imposibilita la replicación del ADN al impedir que se separen las 
dos hebras. El efecto es muy citotóxico y produce una elevada muerte celular.57 De 
hecho los aductos bifuncionales formados entre hebras opuestas son hasta cien 
veces más citotóxicos que los aductos monofuncionales.56 Se han tratado de 
establecer correlaciones estructura-actividad para los agentes alquilantes 
bifuncionales y se ha comprobado que, aunque no existe correlación entre la 
constante del sustrato, s, y potencial cancerígeno, sí la hay entre éste y su toxicidad 
aguda en roedores (expresada como LD50).46  
 A pesar de que los agentes alquilantes bifuncionales poseen capacidad 
citotóxica más alta que los monofuncionales, como todos los compuestos 
manejados en este trabajo son alquilantes monofuncionales, a partir de ahora 
centraremos nuestra atención exclusivamente en ellos. 
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2.1.1.6 Ensayos biológicos utilizados para determinar la actividad 
biológica 
Hay gran variedad de ensayos para conocer los efectos biológicos (mutagenia y 
genotoxicidad) de diversas sustancias, tanto in vivo como in vitro, sobre bacterias y 
células de mamíferos.54 En la figura 2.1.7 se muestran algunos de los más 
utilizados.58  
 
Figura 2.1.7. Principales tests utilizados para determinar la capacidad mutágena y 
genotóxica. 
 Por su rapidez, sencillez, sensibilidad y bajo coste y porque evitan el uso 
de animales de experimentación, los más comúnmente utilizados son los tests in 
vitro: 
a) Ensayo de mutagenia inversa en bacterias (Test de Ames).  
Permite detectar mutaciones estructurales o de sustitución de pares de 
bases, con distintas cepas (tabla 2.1.4). También permite trabajar con o sin 
fracción microsomal (activación metabólica), lo que posibilita no sólo la 
determinación de la actividad biológica de una sustancia, sino también de 
sus metabolitos. El test de Ames es normalmente el tomado como criterio, 
siendo el más usado en los laboratorios de todo el mundo.59,60-63 
b) Ensayos con células de mamíferos in vitro. 
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Permiten la detección de mutaciones puntuales y de aberraciones 
cromosómicas.58 
 Los ensayos biológicos permiten clasificar las sustancias según su actividad 
biológica, regular la exposición a las mismas y reducir los riesgos asociados. De 
hecho existen diversos organismos dedicados a estos fines, tales como la IARC, 
EPA, NIHS, etc. 
 
Tabla 2.1.4. Mutaciones puntuales detectadas en distintas 





TA 1536 Inserción o deleción 
TA 98 Deleción 
TA 1538 Deleción 
TA 97 Inserción 
TA 1537 Inserción 
TA 100 Sustitución pares de bases 
TA1535 Sustitución pares de bases 
 
2.1.1.7 Correlaciones reactividad química-actividad biológica 
Las etapas involucradas en el proceso cancerígeno sugieren la existencia de 
correlación entre la actividad biológica de los agentes alquilantes y su reactividad 
química. Fue en la década de los años sesenta cuando se establecieron las primeras 
correlaciones. Se utilizaron diferentes teorías para clasificar las reacciones de los 
agentes alquilantes con nucleófilos y macromoléculas biológicas (ácidos nucleicos 
y proteínas).1 El análisis sistemático de los efectos biológicos producidos por 
agentes alquilantes monofuncionales permitió establecer con posterioridad 
correlaciones semicuantitativas entre estructura y propiedades fisicoquímicas y la 
mutagenia, clastogenia y actividad citotóxica.64 Se observó que entre los principales 
factores involucrados en la efectividad biológica se encontraban la reactividad y la 
selectividad, aunque también existen otros que deben ser tenidos en cuenta, como: 
i) la distribución en los tejidos, determinada fundamentalmente por la constante de 
reparto; ii) factores estéricos; iii) reacciones secundarias de las moléculas alquiladas 
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y sus consecuencias. A partir de entonces se han establecido numerosas 
correlaciones entre parámetros que caracterizan la reactividad química (velocidad 
de alquilación, velocidad de hidrólisis, solubilidad en agua, variación de s, 
proporciones de aductos O6-/N7-alquilguanina) y los efectos biológicos 
(mutagenia, carcinogenia, potencial tumorígeno, etc ).1,18,46,65-67 
 Tanto la existencia de una correlación entre factores químicos y biológicos 
como su ausencia aporta una valiosa información acerca del modo de acción de los 
compuestos químicos a la hora de producir los efectos biológicos.  
 Las correlaciones que suscitan actualmente un mayor interés son las 
cuantitativas entre la actividad química y la efectividad biológica. A continuación 
se profundiza en los modelos utilizados habitualmente en su establecimiento.  
2.1.1.7.1 Correlaciones basadas en la concentración de sustancia bioactiva 
necesaria para observar un determinado efecto 
 Las correlaciones cuantitativas entre respuesta biológica a sustancias 
bioactivas y su reactividad se estudian con modelos basados en consideraciones 
cinéticas. La mayoría de ellos consideran dos fases: i) la llegada al lugar de acción 
en la célula (Fase I) y ii) reacción que inicia el desarrollo de la respuesta biológica 
(Fase II). 
 Inicialmente la especie bioactiva, que se encuentra en muy baja 
concentración en el exterior de la célula, se introduce en ésta y alcanza el sitio de 
acción dentro del orgánulo correspondiente. La velocidad de este proceso es lenta 
y depende sustancialmente de la estructura molecular y de la propiedades 
 
Figura 2.1.8. Respuesta biológica a especies bioactivas.68 
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fisicoquímicas de la especie bioactiva. Una vez alcanzado el lugar de acción, se 
considera que existe una reacción limitante de velocidad que inicia el desarrollo de 
la respuesta biológica. 
 Según el modelo de Hansch, pionero de las correlaciones 
estructura/reactividad cuantitativas (QSAR), la velocidad de la respuesta biológica, 
R (Ec. (2.1.1)), es proporcional a la probabilidad, P, de que la molécula alcance el 
sitio de acción en un intervalo de tiempo dado. La probabilidad: i) depende de 
propiedades estructurales del compuesto, xi, tales como su volumen molecular, 









 [A] es la concentración extracelular de la especie bioactiva. El producto 
P[A] representa su concentración efectiva en los sitios de acción y kx es la 
constante de velocidad de la reacción entre el compuesto y el sitio de acción.  
 La expresión (2.1.2) correlaciona reactividad y propiedades físicoquímicas 
con C, concentración de compuesto necesaria para producir una determinada 
respuesta biológica (TD50, LC50, ED50…):  
   i i oi io x xx x B k
C b b b






b y B son dos parámetros constantes, siendo xio el valor de las propiedades 
estructurales de un compuesto con sustituyentes tales que hace mínima la 
variación de energía libre en el proceso de penetración en la célula.68  
 Cuando se estudia una serie de compuestos aromáticos derivados de un 
compuesto parental de referencia, se puede utilizar otra expresión, análoga a la 
(2.1.2), en la que se incluyen los efectos electrónicos de los sustituyentes: 
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   i i oi io x xx x B
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 En la ecuación (2.1.3) B’ es un parámetro constante, σ es la constante de 
Hammett –parámetro que caracteriza el carácter dador (σ < 0) o atractor (σ > 0) 
del sustituyente– y ρ es la constante de reacción que da cuenta de la sensibilidad de 
la constante de velocidad al cambio de sustituyente. 
 Hansch y colaboradores incluyeron variaciones en su modelo (figura 
2.1.9), admitiendo que el proceso limitante de velocidad puede ser físico o 
químico.69-75  
 
Figura 2.1.9. Respuesta biológica a especies químicas bioactivas. Modificado a partir de 
Hansch et al.72 
 Estas modificaciones han conducido a otra correlación entre log 1/C y los 
parámetros físicoquímicos: 







donde B’’ es un parámetro constante y ki es la constante de velocidad de la etapa 
limitante (química o física). En el caso de que fuese uno de los procesos descritos 
(figura 2.1.9), se correspondería con k1, k2, kx o k4. 
 Según esta correlación, las moléculas altamente hidrófilas no traspasan las 
barreras lipofílicas y su probabilidad de producir efectos biológicos es muy baja. 
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Analizando la influencia de cada uno de los factores en las diferentes correlaciones 
se puede establecer su contribución a la efectividad biológica.  
 Numerosos autores han utilizado el modelo de Hansch. Se han 
encontrado, entre otras, buenas correlaciones entre la toxicidad y la constante de 
reparto en el sistema agua/octanol.70,71,73  
2.1.1.7.2 Correlaciones basadas en la expresión de la respuesta biológica 
como frecuencia de mutación 
Existen otros modelos que tratan de establecer correlaciones entre la reactividad y 
la respuesta biológica expresada como frecuencia de mutación. Destaca el modelo 
de Hakura76 que relaciona la mutagenia con dos procesos que trancurren en la 
célula: la propia modificación química mutágena (en la que intervienen una serie de 
procesos químicos y fisicoquímicos) y la subsiguiente respuesta biológica. La 
frecuencia de mutación inducida por un mutágeno químico, MF, se atribuye a un 
proceso cinético químico. 
 La ecuación (2.1.5) se utiliza para definir la frecuencia de mutación, MF. 
En ella M es el número de revertientes en la muestra que contiene el mutágeno, 
Mo el de control y, N el número de células supervivientes; todos ellos referidos a 1 
ml de mezcla de reacción. MF, depende de la constante de velocidad de la reacción 
que produce la mutación, y de la dosis, D. En la ecuación (2.1.5) m y 
n son dos parámetros constantes. 
  nMF M M N m kD  o / ( )  (2.1.5) 
 Tomando logaritmos y despejando se obtiene la expresión (2.1.6) que, para 
D = 1 se convierte en la (2.1.7). 
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 Las evidencias experimentales han permitido correlacionar, además de la 
frecuencia de mutación, otras muchas respuestas biológicas (R) con las constantes 




2.1.2 Test de NBP 
2.1.2.1 Desarrollo histórico del test de NBP 
2.1.2.1.1  Primeras aplicaciones: Detección de agentes alquilantes 
Los primeros pasos en el desarrollo del test de NBP se dieron a principios del 
siglo XX en el ámbito médico y militar en busca de un método de detección de 
agentes alquilantes. Ello es consecuencia lógica del importante papel de los agentes 
alquilantes, en ese momento, como armas químicas y como agentes 
quimioterapeúticos.7,8,83  
 
Figura 2.1.10. Reacción de alquilación de NBP por un agente alquilante RX. 
 Fue en 1925 cuando se utilizó por primera vez la molécula 4-(p-
nitrobencil) piridina (NBP), para detectar agentes alquilantes comprobándose que 
actuaba como los análogos bencílicos manejados anteriormente.84 A partir de este 
momento los métodos de detección de agentes alquilantes alcanzaron un gran 
desarrollo, debido al descubrimiento de su papel como vesicantes, mutágenos, 
carcinógenos y cocarcinógenos, además del riesgo potencial asociado al uso de 
estos compuestos como armas químicas. El primero en descubrir que la reacción 
con NBP podía utilizarse para detectar gas mostaza fue Brown en 1941.85 Gehauf 
y Braun utilizaron la reacción general para detectar algunos compuestos orgánicos 
alquilantes. El procedimiento consistía en adsorber los vapores de los haluros de 
alquilo en silica gel impregnada de NBP. Se comprobó así que la adición de una 
base inducía la aparición de colores que variaban del azul al violeta y al marrón.85 
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El mecanismo de reacción fue propuesto en el año 1944 tras aislar los intermedios 
de reacción.85 
2.1.2.1.2 Aplicaciones cuantitativas del test de NBP 
El grupo de Epstenin fue pionero, en 1955, en la aplicación del método con 
objetivos cuantitativos e incluso cinéticos.85 El procedimiento se basaba en la 
medida de la absorbancia del aducto formado entre la NBP y el agente alquilante 
AA tras la adición de una base. Se observó el cumplimiento de la ley de Lambert-
Beer por parte del aducto NBP-AA formado. Estos autores fueron los primeros 
en encontrar las condiciones óptimas para el test de NBP. Advirtieron la 
importancia de hacer las medidas inmediatamente después de la adición de la base 
debido a la inestabilidad del aducto coloreado en medio básico.  
 Desarrollaron dos métodos diferentes, uno para compuestos solubles en 
agua y otro para los solubles en disolventes orgánicos. En numerosas 
investigaciones han sido utilizados ambos procedimientos con pequeñas 
modificaciones.18,19,27,28,86-127 
 Como en realidad, son diferencias de matiz, a partir de 1955 muchos 
autores se refieren al test de NBP como test de Epstein. Lo mismo ocurrió con 
otra modificación posterior que en ocasiones se ha denominado test de 
Preussman.128-135 
2.1.2.1.3 Aplicación del test de NBP en muestras biológicas 
En 1960 la atención de los científicos se centró en la búsqueda de correlaciones 
entre carcinogenia, toxicidad o actividad inhibitoria del desarrollo de tumores de 
los compuestos investigados y algunas de sus propiedades químicas como la 
solubilidad en agua, constante de reparto y reactividad química frente a 
nucleófilos. El objetivo principal fue alertar y prevenir de los peligros de 
exposición a estos compuestos y también, en el caso de los utilizados en medicina, 
la mejora de los medicamentos y sus dosis.1,5,7,66,83,136-140 
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 Por esas razones el test de NBP experimentó gran desarrollo en el ámbito 
biológico. Se incluyeron modificaciones en el método para poder hacer frente a los 
problemas añadidos por el tratamiento de muestras biológicas. Aunque se han 
utilizado otras muchas modificaciones,86,126,127,141-148 la más conocida y más 
aplicada ha sido la de Friedman y Boger,149 que utilizaban NaOH para desprotonar 
el aducto formado y una etapa de extracción del producto coloreado con acetato 
de etilo.150-159  
2.1.2.2 La NBP: modelo del ADN 
Los ácidos nucleicos son moléculas complejas con numerosos centros nucleófilos 
susceptibles de mecanismos de alquilación. Como investigar la reactividad de los 
agentes alquilantes con estas moléculas supone una inversión elevada de tiempo y 
dinero, esta dificultad se trata de soslayar con frecuencia trabajando con los 
distintos nucleótidos o nucleósidos por separado, lo que disminuye el número de 
centros reactivos. Aún así la solubilidad de las bases nitrogenadas en agua es baja y 
el seguimiento cinético de las reacciones sigue resultando complejo. Por eso se ha 
trabajado en numerosas ocasiones con moléculas modelo mucho más sencillas que 
facilitan sustancialmente el trabajo (piridina, anilina, nicotinamida, NBP…). 
 La NBP se emplea con frecuencia porque: i) permite modelar la 
reactividad del ADN y en particular del N7 de la guanina, de nucleofilia muy 
similar a la de la NBP; ii) presenta múltiples ventajas para estudiar la reactividad de 
agentes alquilantes: 142,160,161 
- El seguimiento de la reacción es sencillo (espectroscopia UV-vis). 
- Es un ensayo rápido152 y barato.151,162  
- Muestra alta reproducibilidad.163 
- Es versátil ( aplicable a infinidad de agentes alquilantes).112,160,164-167 
- Posee una elevada sensibilidad, que permite realizar estudios con 
concentraciones muy bajas de agente alquilante.112,163,168,169 
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- Permite estudiar la reactividad utilizando sistemas de activación y estudiar 
agentes alquilantes indirectos.152,170  
 Por estas razones el test de NBP se utiliza ampliamente en el estudio 
mecanístico y cinético de la reactividad de agentes alquilantes y en el 
establecimiento de correlaciones reactividad/efectos biológicos, a pesar de los 
posibles inconvenientes que puede implicar su empleo: 
- Los medios de trabajo son diferentes al biológico. La insolubilidad de la 
NBP en agua limita el medio de trabajo a mezclas acuoorgánicas y las 
concentraciones salinas pueden ser diferentes a las biológicas.  
- No es un método específico. 
- Los aductos NBP-AA se hidrolizan en medio básico por lo que las 
medidas deben hacerse inmediatamente después de la adición de la base.163 
- Si se trabaja en medio ácido, es necesario considerar su pKa. 
- La aplicación habitual del test, en ausencia de un sistema de activación, no 
permite la detección o el seguimiento de agentes alquilantes indirectos.  
- El impedimento estérico puede ser muy diferente al de los centros 
reactivos de los ácidos nucleicos. 
 Aunque habitualmente se admite ab initio que la NBP es una molécula 
válida para modelar la reactividad con el ADN, algunas consideraciones sobre el 
particular pueden ser útiles. 
2.1.2.2.1 ¿La NBP modela realmente el ADN? 
Estrictamente hablando, la NBP no sería plenamente idónea para modelar al ADN 
debido a las circunstancias apuntadas. Sin embargo, puede ser muy útil para 
modelar la reactividad de la posición más nucleófila del ADN, el N7 de la guanina.  
2.1.2.2.1.1 Nucleofilia 
La escala de nucleofilia/electrofilia más generalizada en los estudios con ADN es 
la de Swain-Scott.41 De acuerdo con la ecuación (2.1.8), la nucleofilia se obtiene a 
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partir de las constantes de velocidad de la reacción de diversos electrófilos en agua 
(ko) y en presencia de un nucleófilo N, kN. La nucleofilia, nN, es una constante 
característica de cada centro nucleófilo en disolución acuosa. Es un valor relativo 
al del agua que se toma como referencia, no= 0. El valor de referencia de s (s = 1) 










   
 
(2.1.8) 
 Como muestran los valores reseñados en la tabla 2.1.5, la nucleofilia de la 
NBP es similar a la de la posición N7 de la guanina, aunque dista apreciablemente 
de la del ADN y de las de los restantes centros nucleófilos de los ácidos nucleicos 
(grupo fosfato y posición O6 de la guanina). Se observa también que las 
nucleofilias de otras moléculas utilizadas ocasionalmente como modelos del ADN, 
piridina y anilina, tienen nucleofilias similares entre ellas pero distintas de las del 
ADN y de las de sus principales centros nucleófilos.  
Tabla 2.1.5. Nucleofilia de Swain-Scott de algunos nucleófilos comunes. 
 
 
Nucleófilo Fórmula nN Ref. 
ADNª  2,5-2,6 171 
ADN monohebraª  5,4 15,172 
Guanina N7  3,5-3,6 171 
Guanina O
6
  0,5-1,5 171 
Cisteína - RS y -RSH*  5 171 
Fosfato ADNª  1 15,173 
Fosfato inorgánico H2PO4
-
 2,5 64,174 
Acetato CH3COO
-
 2,72 41 
Tiosulfato S2O3
2-
 6,36 41 
Azida N3
-
 4,00 41 
Hidróxido HO
-
 4,20 41 
Yoduro I
-
 5,04 41 
Anilina C6H5NH2 4,43-4,49 41 
Piridina C6H5N 4,27 175 
NBP  3,5 172 
 
* Valor medio; ª Estos valores son una aproximación. 
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2.1.2.2.1.2 La NBP como modelo de la posición N7 de la guanina  
Aparte de la nucleofilia, la NBP y la posición N7 de la guanina, tienen otras 
similitudes entre sí: las configuraciones electrónicas de sus centros nucleófilos176 y 
el impedimento estérico, considerando la guanina monómera. Las diferencias 
residen en la reactividad: mientras la NBP no es selectiva y reacciona tanto con 
nucleófilos SN1 como SN2,177 la posición N7 de la guanina lo hace 
fundamentalmente con los SN2. Además, el impedimento estérico de la guanina, 
cuando forma parte del ADN, es mucho mayor que el de la NBP. Este hecho 
afecta a los agentes alquilantes de mayor tamaño que sí presentan reactividades 
diferentes frente a ambos nucleófilos, lo que puede dar lugar a la aparición de 
falsos positivos en el ensayo de NBP.  
 Puede, pues, considerarse a la molécula NBP como un buen modelo de la 
posición N7 de la guanina sólo para reactivos pequeños y con gran afinidad por 
esta posición. Para los agentes alquilantes SN2 de pequeño tamaño, se puede 
considerar también que la NBP es un buen modelo del ADN para establecer 
correlaciones entre reactividad y efectos biológicos. Puesto que la mayoría de los 
aductos entre estos agentes alquilantes y el ADN se forman en la posición N7 de 
la guanina, su formación se considera evidencia del potencial genotóxico.34 
 La NBP no es un buen modelo de reactividad para agentes alquilantes SN1 
que reaccionan preferentemente con los oxígenos de las bases. En estos caso sólo 
tiene sentido estudiar la reactividad con la NBP cuando paralelamente se produce 
la reacción de hidrólisis, dado que el valor de s estimado a partir de las constantes 
 
Figura 2.1.11. Estructura de la guanina y la NBP. 
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de velocidad obtenidas en las dos reacciones se puede correlacionar con la 
proporción de aductos O6-/N7-alquilguanina y, a su vez, con la mutagenia y 
carcinogenia, como se verá más adelante (pág.43).  
2.1.2.3 Aplicaciones del test de NBP 
Las aplicaciones del test de NBP para la detección de agentes alquilantes han sido 
muy variadas y pueden clasificarse en atención a objetivos cinéticos y no cinéticos. 
2.1.2.3.1 Aplicaciones no cinéticas 
Las principales aplicaciones no cinéticas del test de NBP, además de la detección 
cualitativa o cuantitativa de agentes alquilantes, son las dedicadas a la búsqueda de 
correlaciones entre la actividad química y la actividad biológica (mutagenia, 
carcinogenia, toxicidad…). Los principales objetivos en este último caso son:  
- Determinar la influencia de la estructura y de los grupos funcionales en la eficacia 
biológica y como agente alquilante. 
- Predecir mediante un ensayo simple las posibles consecuencias biológicas 
asociadas a un determinado compuesto.  
 Para el establecimiento de correlaciones se consideran siempre aquellos 
efectos biológicos en los que el proceso químico involucrado en su aparición es, o 
puede ser, la reacción de alquilación. Como la NBP es un buen modelo de la 
reactividad del N7 de la guanina, hay que considerar las posibles consecuencias 
biológicas de la alquilación en esta posición. 
2.1.2.3.1.1 Correlaciones reactividad química-actividad biológica 
Para estudiar este tipo de correlaciones, sin consideraciones cinéticas, se utiliza la 
medida de absorbancia del aducto a un tiempo fijo como respuesta cuantitativa de 
reactividad. Ese tiempo, se encuentra generalmente dentro del intervalo en el que 
la variación absorbancia/tiempo se mantiene lineal. 
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2.1.2.3.1.2 Mutagenia-reactividad química (Ames-NBP) 
Para establecer correlaciones entre reactividad química y potencial mutágeno 
frecuentemente se han combinado las respuestas obtenidas con el test NBP y con 
el de Ames.28,77,98,100,103,105,115,116,178-181 Debido al elevado grado de correlación entre 
las respuestas a ambos ensayos (figura 2.1.12), se ha considerado a la molécula de 
NBP como modelo en la búsqueda de correlaciones cuantitativas y 
semicuantitativas. 
  
Figura 2.1.12. Grado de concordancia/discordancia entre los 
respuestas obtenidas en los test de Ames y NBP para 126 compuestos. 
 Es de interés hacer notar que la discordancia entre las respuestas a ambos 
test se observa con frecuencia en los casos en que el agente mutágeno es un 
metabolito y no la especie inicial (y no se ha trabajado en presencia de un sistema 
de activación metabólica) o con agentes alquilantes muy poco 
reactivos.90,96,98,100,105,120,121,160,170,182,183 En la tabla 2.1.6 se muestran las respuestas 
obtenidas en función de los compuestos analizados. 
 Se han podido establecer algunas correlaciones mutagenia-reactividad 
semicuantitativas y cuantitativas para series de agentes alquilantes, formadas 
generalmente por compuestos estructural o funcionalmente 
relacionados.28,77,99,103,115,121,178,184 No obstante, en algunas ocasiones, entre series de 
compuestos similares no se han observado correlaciones.18,103,133,179-181,185 Este 
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todos los compuestos. Entre mutagenia y reactividad de compuestos de diferente 
naturaleza no se obtienen correlaciones satisfactorias. 
 
Tabla 2.1.6. Correlación cualitativa mutagenia-reactividad de los resultados obtenidos 


















Epóxidos 16 15 1 96,99,105 
Lactonas 2 2 0 183 
Varios 40 37 3 18,90,115,170 
Dibromoalcanos 6 5 1 121 
Organofosfatos 4 0 4 133 
Metilfeniltriacenos 4 4 0 95 
N-alquilnitrosoureas 15 14 1 179,186 
Alil- o alílicos 29 29 0 77,116 
TOTAL 126 116 10  
2.1.2.3.1.3 Carcinogenia/genotoxicidad-reactividad química 
 La respuesta en el test de NBP suele utilizarse como parámetro indicador 
de la capacidad carcinógena de un compuesto. Se han encontrado buenas 
correlaciones cualitativas, particularmente cuando se utiliza un sistema de 
activación metabólica.170 También se ha comprobado que compuestos reactivos en 
ese test de NBP muestran capacidad genotóxica, dan lugar a: aberraciones 
cromosómicas,187-190 ruptura de las hebras del ADN,187,191 la síntesis incontrolada 
de ADN (ensayo UDS),192 intercambio de cromátidas hermanas (SCE).188,189,193 
Incluso se han observado correlaciones cuantitativas entre algunos de estos 
parámetros y la reactividad con la NBP.191,192 
2.1.2.3.1.4 Reactividad química-capacidad antitumoral 
Algunos agentes alquilantes, se utilizan en el tratamiento del cáncer debido a su 
capacidad antitumoral a través de mecanismos análogos a los inductores de 
mutaciones malignas. Por eso, al igual que la capacidad alquilante se ha 
considerado parámetro para predecir la capacidad mutágena, puede serlo también 
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para predecir la antitumoral. Así lo avalan resultados de diversas 
investigaciones.129,157,158,194,195  
2.1.2.3.2 Aplicaciones cinéticas 
Las aplicaciones cinéticas del test de NBP tienen como principales objetivos: 
- La elucidación de los mecanismos por los que los agentes alquilantes 
ejercen su actividad biológica.  
- El establecimiento de correlaciones cuantitativas entre la reactividad 
química y los efectos biológicos, de forma más completa que sin la 
realización de estudios cinéticos. 
 El mecanismo general de alquilación de NBP por un agente alquilante en 
un medio acuoso o acuoorgánico se esquematiza en la figura 2.1.13: la reacción de 
hidrólisis del agente alquilante compite con la reacción de alquilación de NBP que 
da lugar a la fomación de un aducto inestable (AD) que, a su vez, se descompone. 
Aunque pueden intervenir otras reacciones, este esquema resume las reacciones 
que tienen lugar más frecuentemente.  
 
Figura 2.1.13. Esquema general de alquilación de NBP por un agente alquilante. 
 Como el seguimiento cinético de la reacción se hace 
espectrofotometricamente, se puede manejar la expresión integrada de velocidad 
en términos de la absorbancia AAD del aducto formado al cabo de un tiempo t, 
(Ec. (2.1.9)). En este ecuación εAD es el coeficiente de absorción molar del aducto 
coloreado, l el paso óptico de la cubeta, y [NBP]o y [AA]o las concentraciones 
iniciales de los reactivos. Las constantes kalq y khid son las constantes de velocidad 
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de orden dos de las reacciones de alquilación de la NBP y de hidrólisis del agente 
alquilante, respectivamente, y kdes la pseudoconstante de velocidad de la reacción 
de descomposición del aducto.  
   
    
      
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 Según sean las velocidades de los tres procesos implicados, el proceso 
global se puede ver desde tres perspectivas que implican algunas aproximaciones: 
i) admitir que sólo tiene lugar la reacción de alquilación (khid~kdes~0); ii) admitir 
que el aducto formado es estable y que, por tanto, sólo tienen lugar las reacciones 
de alquilación de NBP e hidrólisis del agente alquilante (kdes~0); iii) considerar que 
transcurren las tres reacciones. Naturalmente, es esencial investigar cuál es la 
aproximación adecuada en cada caso. Para ello es necesario realizar un estudio 
cinético exhaustivo de la reacción. 
 En la bibliografía se encuentran muchos casos en los que se ha 
prescindido de reacciones que debieran haberse tenido en cuenta. Frecuentemente 
ocurre con la reacción paralela de hidrólisis y, de forma generalizada, con la 
reacción de descomposición del aducto.  
 En muchas ocasiones, para reducir el tiempo de experimentación, se 
investiga exclusivamente la reacción de alquilación por el método de velocidades 
iniciales (IRM).196 Así, se sigue menos del 5% de reacción y la variación de la 
absorbancia viene dada por la expresión (2.1.10):  
 Así, a través de los órdenes de reacción, se puede comprobar si el 
mecanismo por el que transcurre la reacción de alquilación es SN2. Como el 
método de IRM permite estudiar exclusivamente la reacción de alquilación, sólo es 
aplicable en busca de correlaciones cuando sea ésta la única reacción que tiene 
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lugar. En caso de existir otras reacciones es necesario completar el estudio con la 
investigación de las mismas.  
 Independientemente del uso de unas u otras aproximaciones, para poder 
obtener las constantes de velocidad se requiere conocer o calcular el coeficiente de 
absorción molar de los aductos AA-NBP. Aquí, en muchas ocasiones se realiza 
una nueva aproximación, admitir que todos los aductos formados tienen la misma 
absortividad. Esta consideración no introduce errores significativos cuando los 
agentes alquilantes poseen grupos funcionales y estructuras muy similares, pero es 
fuente de error significaivo cuando no es así.  
 En la bibliografía se encuentran numerosos trabajos publicados en los que 
el test de NBP se ha aplicado con éxito para elucidar mecanismos de reacción de 
agentes alquilantes, tan dispares como la sultona resultante de la nitrosación de 
taurina, las nitrosoureas, el ácido sórbico, lactonas y éteres, entre 
otros.154,164,166,167,176,197-201 
2.1.2.3.2.1 Parámetros cinéticos para caracterizar la reactividad 
A continuación se resumen los parámetros cinéticos utilizados para caracterizar la 
reactividad con el fin de establecer correlaciones con la actividad biológica, 
dependiendo de la aproximación adecuada en cada caso: 
 Alquilación exclusivamente: El parámetro cinético más utilizado cuando 
sólo existen reacciones de alquilación es la constante de velocidad de 
alquilación, kalq. Su valor se obtiene bien con el seguimiento de la reacción por 
velocidades iniciales (Ec. (2.1.10)) o bien siguiendo un grado elevado de avance 
de la reacción, mediante ajuste de los datos de absorbancia/tiempo a la 
ecuación (2.1.11): 
 
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 Alquilación e hidrólisis competitiva: Cuando alquilación de NBP e hidrólisis 
del agente alquilante compiten, es necesario obtener las constantes de velocidad 
para ambas reacciones. Para ello se ajustan los datos absorbancia/tiempo a la 
ecuación (2.1.12). 
   
    
     
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Los parámetros utilizados para el establecimiento de correlaciones son:  
 La constante de sustrato de Swain-Scott, s, que se ha definido anteriormente, 
(véase pág. 34) suministra información sobre la selectividad de un mismo 
agente alquilante con diferentes nucleófilos (Ec. (2.1.8)).41 Valores de s <0,7 
son propios de mecanismos SN1 y s >0,7 de mecanismos SN2. Se han 
obtenido buenas correlaciones lineales entre los valores de s de agentes 
alquilantes tanto SN1 como SN2 y sus capacidades carcinógenas y 
clastogénicas.46,202 Además el parámetro s, ha sido relacionado linealmente 
con la proporción de aductos N7-/O6-alquilguanina formados por agentes 
alquilantes monofuncionales en la reacción con ADN (figura 2.1.14).18,44 
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-alquilG) = 3,5 s - 0,61
 
Figura 2.1.14. Correlación entre el parámetro s y la proporción de aductos 
N7-/O6-alquilguanina obtenida para una serie de agentes alquilantes (véase 
Apendice 1 pág 279) 
 














 Valores de s elevados indican la preferencia del agente alquilante 
por la alquilación del N7 de la guanina (figura 2.1.14).18,171,172 
Como la diferencia de nucleofilias entre la NBP (nNBP = 3,5) y el 
agua (nH20 = 0) es 3,5, la misma que entre las posiciones N7 y O6 de la 
guanina (pendiente de la ecuación (2.1.13)), la proporción de aductos N7-
/O6-alquilguanina formados se puede relacionar con las constantes de 
alquilación de NBP e hidrólisis de los agentes alquilantes, kalq y khid 



















Este hecho implica que, aunque la reactividad con la NBP modela 
exclusivamente la reactividad de agentes alquilantes SN2 con el N7 de la 
guanina, la determinación de los valores de kalq y khid permiten estimar el 
valor de s (Ec. (2.1.15)) de agentes alquilantes tanto SN1 como SN2. Conocer 
s, utilizando para ello el test de NBP, permite predecir tanto la proporción 
de aductos N7-/O6 como los efectos biológicos directamente relacionados 
con dicha proporción. El mecanismo por el que los agentes alquilantes 
producen la alquilación también influye directamente en el mecanismo por 
el que se produce la mutagenia y por tanto en la relevancia de sus efectos. 
 La selectividad hacia la NBP, SNBP, es la relación entre las constantes de orden 
dos de velocidad de alquilación e hidrólisis (Ec.(2.1.16)) que ilustra sobre el 
mecanismo por el que transcurre la alquilación. SNBP también puede 
definirse considerando el cociente de las pseudoconstantes de velocidad de 
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primer orden de alquilación e hidrólisis, k’alq = kalq[NBP] y k’hid = khid[H2O] 
respectivamente (Ec.(2.1.16)). Valores altos de SNBP se asocian a 
mecanismos SN2, valores intermedios indican competencia de la reacción de 
hidrólisis con la de alquilación en un elevado grado, y valores muy bajos de 















 La capacidad alquilante, f, se define como fracción del agente alquilante inicial 
que forma aducto (Ec. (2.1.17)), de modo que sus valores se encuentran 
















 Alquilación, hidrólisis y descomposición del aducto: Cuando el aducto 
formado es inestable, la selectividad o la capacidad alquilante no reflejan 
plenamente todas las posibilidades, siendo conveniente utilizar un nuevo 
parámetro, la vida del aducto, AL, definida como área bajo la curva del perfil de 
reacción por unidad de agente alquilante. Aporta información sobre el efecto 
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 Cuanto mayor sea AL, mayor la estabilidad del aducto y/o su 
concentración y, por tanto, mayor probabilidad de que el agente alquilante dé lugar 
a un efecto biológico. 
2.1.2.3.2.2 Correlaciones reactividad química-actividad biológica 
2.1.2.3.2.2.1 Alquilación exclusivamente 
En este caso el potencial alquilante de la especie bioactiva se puede correlacionar 
directamente con la constante de velocidad de alquilación: a mayor valor de esta, 
menor será el tiempo del que dispone el organismo para excretar o desactivar el 
agente alquilante y mayores los efectos biológicos. Así se han obtenido buenas 
correlaciones con numerosos compuestos que no sufren hidrólisis y forman 
aductos estables. Muchos investigadores han publicado la existencia de buenas 
correlaciones cuantitativas entre parámetros cinéticos (constante de velocidad de 
alquilación), y efectos biológicos (capacidad para producir mutaciones 
puntuales,106,119,205,206 recombinación,99 toxicidad (LC50),82 carcinogenia,207 
mutagenia77,98,103,122,192, y síntesis incontrolada de ADN192) de numerosos 
compuestos.19,28,77,133,208,209 En algunos casos se ha puesto de manifiesto que 
existen otros parámetros como el carácter hidrófobo de los compuestos bioactivos 
que condicionan los efectos biológicos inducidos.82 
 Cuando se utiliza el método de velocidades iniciales para estudiar la 
reacción de alquilación –normalmente con epóxidos– a veces surge una causa de 
error significativa: los coeficientes de absorción molar suelen considerarse iguales, 
sin ningún tipo de comprobación. Esta asunción puede conducir a resultados 
erróneos, aunque en algunos casos se han obtenido buenas correlaciones 
(probablemente cuando los aductos de los compuestos bioactivos con la NBP 
tengan coeficientes de absorción molar muy semejantes).103,98  
2.1.2.3.2.2.2 Alquilación e hidrólisis competitiva 
Numerosos agentes alquilantes dan lugar simultáneamente a alquilación de NBP e 
hidrólisis del propio agente alquilante, con velocidades de reacción del mismo 
orden de magnitud. Para establecer correlaciones reactividad química-efectividad 
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biológica se han utilizado habitualmente la selectividad, SNBP, la constante de 
sustrato, s, y la fracción alquilada o eficacia de alquilación, f. 
 SNBP, se ha utilizado para predecir los efectos biológicos de mostazas de 
selenio en la búsqueda de medicamentos,210 presenta una buena correlación con la 
carcinogenia y mutagenia de lactonas183,211 y con la capacidad tumoral de N-
nitrosoureas en animales de ensayo.212 En cuanto a la constante de sustrato, a 
menor s, mayor afinidad del agente alquilante por los átomos de oxígeno de las 
bases, mayor proporción O6/N7 de aductos alquilguanina y mayor capacidad 
tumoral. La constante de sustrato, s, se ha correlacionado, obteniendo buenos 
resultados, con la capacidad carcinógena (1/TD50). Para agentes alquilantes 
monofuncionales171,212 y bifuncionales.46 
2.1.2.3.2.2.3 Alquilación, hidrólisis y descomposición del aducto 
En los casos más complejos en los que los agentes alquilantes además de sufrir 
hidrólisis forman con la NBP aductos inestables, es necesario considerar la 
reacción de descomposición del aducto. Se ha conseguido establecer una buena 
correlación semicuantitativa entre la mutagenia y la capacidad alquilante, f, y la vida 
del aducto, AL, del ácido nitrólico,200,201 que presenta una baja capacidad mutágena 
acorde a los pequeños valores de f y AL. La pequeña vida del aducto formado por 
la α-angelicalactona, explica que no se produzcan daños permanentes en el ADN, 
a pesar de su capacidad alquilante.213 La ausencia de efectos biológicos mostrados 
por la dicetena, a pesar del elevado valor de f ( f = 1), es acorde con el bajo valor 
de AL. Es decir, es un agente alquilante potente con una efectividad tan baja que 
no produce efecto.199 
2.1.2.4 Factores que pueden explicar la falta de correlaciones 
reactividad química-actividad biológica 
La falta de correlaciones entre la reactividad química y los efectos biológicos 
producidos por los agentes alquilantes, tanto desde una consideración cinética 
como no cinética, pueden tener su explicación en diversos puntos: 
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 Los estudios de reactividad pueden ser inadecuados: i) En algunos 
estudios sólo se considera la reacción de alquilación y no todas las reacciones 
que pueden tener lugar en el medio de reacción.64 Esto hace que se sobreestime 
la capacidad alquilante del compuesto. ii) Muchos estudios no tienen en cuenta 
la posible variación entre los coeficientes de absorción molar de distintos 
aductos y consideran que son iguales para todos ellos. iii) En ocasiones se trata 
de modelar la reactividad de agentes tanto SN2 como SN1 con el ADN 
utilizando la reactividad con la NBP. Para los agentes alquilantes SN1 no sería el 
modelo adecuado de estudio, en términos de constante de velocidad, y por 
tanto los resultados de reactividad obtenidos no explicarán la mutagenia 
observada.  
 Los estudios biológicos pueden ser inadecuados: A veces se emplean, en el 
establecimiento de correlaciones, resultados de mutagenia de estudios en placa 
para compuestos volátiles para los que convendría el uso de variantes líquidas o 
especialmente diseñadas con dicho fin. 
 El factor fundamental para producir efectos biológicos del compuesto no 
es la capacidad alquilante. Existen otros procesos o propiedades del 
compuesto que determinan en mayor grado la capacidad mutágena 






Los epóxidos son, según clasificación de la IUPAC, una subclase de compuestos 
epoxi (compuestos en los que un átomo de oxígeno está unido directamente a dos 
átomos de carbono adyacentes) que contienen un éter cíclico de tres miembros 
saturado. Los epóxidos, a diferencia de los éteres lineales (compuestos muy 
inertes), son muy reactivos debido a la elevada tensión del anillo.214 Por este 
motivo son muy utilizados en síntesis orgánica y en procesos industriales.  
2.1.3.2 Usos y vías de exposición 
 Las aplicaciones de los epóxidos son muy variadas (figura 2.1.15) y cubren 
desde la utilización como precursores en reacciones orgánicas y producción de 
plásticos y polímeros hasta la fabricación de cosméticos. Sus enantiómeros puros 
se utilizan en la industria farmaceútica en la síntesis de fármacos quirales.215 A 
causa de ese amplio uso el ser humano se encuentra muy expuesto a epóxidos 
 
Figura 2.1.15. Usos de los epóxidos. 
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(figura 2.1.16), bien sea por exposición ocupacional –trabajadores de industrias en 
las que se emplean este tipo de compuestos– o bien por exposición ambiental, por 
contacto con productos que contienen estos compuestos. La exposición del ser 
humano no sólo ocurre por vía exógena sino también endógena. Ésta última se da 
cuando en el organismo hay compuestos insaturados, ya que el ser humano sólo 
puede eliminarlos por transformación enzimática en los epóxidos 
correspondientes.10 
 
Figura 2.1.16. Vías de exposición a epóxidos. 
 Debido: i) al amplio uso de los epóxidos; ii) al grado de exposición del ser 
humano a los mismos; y iii) a la capacidad de estas moléculas para reaccionar con 
centros nucleófilos presentes en el medio biológico y producir efectos biológicos; 
la reactividad y los efectos biológicos de los epóxidos, así como la correlación 
entre ambos, han suscitado un notable interés entre los científicos desde mediados 
del siglo pasado. 






2.1.3.3 Reactividad química 
La reactividad de los epóxidos está condicionada en términos generales por la 
basicidad del par de electrones libre del oxígeno y por la relajación de la tensión 
del anillo cuando se abre (105 kJ/mol).216 El grado de sustitución del anillo, así 
como la distribución de los sustituyentes y la longitud de los mismos afectan 
enormemente a la reactividad de estas especies químicas.65,96,217 Los epóxidos son 
compuestos muy versátiles, que en disolución, pueden experimentar varios tipos 
de reacciones (figura 2.1.17): 
 
Figura 2.1.17. Reactividad de epóxidos. 
i) Reacciones de reordenamiento. Tienen lugar en presencia de ácidos de Lewis o de 
Brønsted que catalizan la reacción. El reordenamiento produce compuestos 
carbonilo, aldehídos o cetonas.217-219 
ii) Reacciones de sustitución nucleófila. La apertura del anillo por ataque de un 
nucleófilo sobre cualquiera de los dos carbonos del anillo oxiránico puede 
tener lugar tanto en medio ácido como en medios neutro o básico.217-226 
Centraremos nuestra atención en estas últimas. 
2.1.3.3.1 Sustitución nucleófilica en epóxidos 
La sustitución nucleófila en los epóxidos puede tener lugar en cualquiera de los 
dos carbonos de su anillo. Para diferenciar dichos carbonos en epóxidos 
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asimétricos, se denomina carbono α al más impedido y β al que posee un menor 
número de sustituyentes. Que la reacción transcurra a través de uno u otro 
carbono, o de ambos, y los mecanismos por los que tengan lugar dichas 
reacciones, depende de varios factores que se reseñan a continuación.  
 
Figura 2.1.18. Reacción de un nucleófilo con un carbono 
asimétrico y mecanismos involucrados. 
 En los epóxidos se han observado dos tipos de sustitución nucleófila: 
unimolecular, SN1 y bimolecular SN2. En medios neutro o básico predominan las 
reacciones SN2, mientras que en medio ácido lo hacen las de tipo SN1. Existe 
también un tipo de reacción denominado SN2 fronteriza, modificada, o SN2’, que 
ocurre sólo en aquellos epóxidos que poseen un grupo capaz de estabilizar la 
presencia de una carga positiva.10,65,221,222,224 217,220,223,225-229Aunque es una reacción 
bimolecular, no posee todas las características propias de estas reacciones y será 
analizada al final de la sección.  
 En medio neutro las reacciones del anillo oxiránico se pueden describir en 
términos de una reacción general de sustitución nucleófila bimolecular, SN2. El 
esquema 2.1.1 ilustra la reacción SN2 con un nucleófilo desprotonado en medio 
acuoso o en cualquier disolvente prótico. La reacción de un epóxido con un 
nucleófilo no protonado (Nu-) da lugar a un aumento de pH, mientras que la que 
se produciría con uno protonado no lo modifica.10 La formación del enlace 







Esquema 2.1.1. Mecanismo de sustitución nucleófila bimolecular, SN2. 
La reacción SN2: 
- Es una reacción bimolecular, de orden dos.  
- El ataque del nucleófilo sobre el epóxido tiene lugar en la cara del 
plano opuesta a aquella en la que se encuentra el oxígeno. En el caso 
de epóxidos ópticamente activos, se produce inversión de 
configuración.  
- Se ve favorecida por: i) una elevada concentración de nucleófilo; ii) 
nucleófilos fuertes; y iii) disolventes poco polares. 
- No da lugar a reacciones de reordenamiento. 
En general, en las reacciones SN2 en epóxidos con diferentes sustituyentes el 
ataque del nucleófilo tiene lugar en el carbono menos impedido, Cβ (figura 2.1.18).  
En medio ácido las reacciones dominanes son SN1 y transcurren en tres 
pasos: en el primero se produce la protonación del epóxido; en el segundo tiene 
lugar la apertura del anillo con formación de un carbocatión, el más estable 
posible. Esta es la etapa limitante de velocidad. Una vez formado el carbocatión, 
tiene lugar el ataque del nucleófilo sobre el carbono cargado positivamente.  
 
Esquema 2.1.2. Mecanismo de sustitución nucleófila unimolecular, SN1. 
Las características propias de esta reacción son: 
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a) Es una reacción unimolecular. Como la formación del carbocatión 
es la etapa limitante, la velocidad de reacción depende 
exclusivamente de la concentración de epóxido presente en el 
medio.230,231 En caso de carbonos asimétricos, el carbocatión 
formado será el más estable entre los dos posibles, siendo el 
carbono más sustituido, Cα, el portador de la carga (figura 2.1.18). 
b) El ataque del nucleófilo sobre un epóxido ópticamente activo 
produce una racemización parcial de los productos. Los ligandos del 
carbocatión intermedio buscan una configuración plana de modo 
que el ataque del nucleófilo puede ocurrir por cualquiera de los 
lados.230 
c) Favorecen la reacción: nucleófilos débiles y disolventes polares.  
d) Puede dar lugar a reacciones de reordenamiento, cuando se pueden 
formar carbocationes más estables. 
La reacción SN2’ denominada SN2 fronteriza o modificada, tiene 
características típicas de una reacción SN2 (regioquímica), pero también de una SN1 
(estereoquímica). El estado de transición posee la geometría propia de una 
reacción SN2 pero tiene una carga parcial positiva sobre uno de los átomos de 
carbono del anillo –la formación del enlace con el nucleófilo ha avanzado más de 
lo que lo ha hecho la ruptura del enlace C-O–.232 Esta carga positiva la soporta el 
átomo de carbono que conduce a la situación más estable (el α) en epóxidos 
asimétricos (figura 2.1.18). En estas condiciones –en las que los dos enlaces del 
estado de transición son más largos de lo habitual y uno de los carbonos del anillo 
soporta la carga parcial positiva– la reacción está más controlada por la 
transferencia electrónica del carbono al oxígeno que por la del nucleófilo al 
carbono.232  
Las reacciones SN2’ pueden transcurrir en medios ácido, alcalino o neutro. 
Transcurren en medio neutro con los epóxidos en que el anillo oxiránico está 
unido directamente a un doble o triple enlace, a un grupo aromático o al oxígeno 




reacción tiene lugar en medio neutro con un epóxido asimétrico, se da un 
compromiso entre el efecto estérico (que favorece la reacción SN2) y conjugativo 
(que favorece la reacción SN2’). Resultado de este compromiso es la formación de 
una mezcla de productos cuya proporción depende de varios factores: i) el tamaño 
del nucleófilo (cuanto menor sea, mayor proporción del producto SN2); ii) la 
distribución de las cargas;232 iii) la temperatura;233 y iv) el disolvente.233 
En la reacción SN2’ el ataque del nucleófilo no tiene lugar en la posición 
menos impedida, como ocurría en la SN2, sino que se produce sobre el átomo que 
más estabilice la carga positiva, i.e. el más sustituido. La reacción SN2’ tampoco es 
sensible al posible impedimento estérico del nucleófilo ya que en el estado de 
transición éste está aún alejado. 
2.1.3.3.2 Reacción de hidrólisis 
Los productos de la hidrólisis de epóxidos son generalmente glicoles, aunque 
algunas veces se obtienen también productos de reordenamiento. Es interesante 
destacar que, mientras la mayoría de hidrólisis de agentes alquilantes transcurren 
con disminución del pH, la hidrólisis de epóxidos transcurre sin cambio del 
mismo.  
 
Esquema 2.1.3. Hidrólisis de epóxidos. 
 Muchos de los estudios cinéticos y mecanísticos sobre hidrólisis de 
epóxidos tienen como autores a los grupos de Brønsted,234 Long y Pritchard,230,231 
Parker e Isaacs217,228 y Addy.221,222,224 Esos estudios han conducido a la conclusión 
de que la hidrólisis puede transcurrir a través de tres reacciones: espontánea o 
independiente del pH ( ) y catalizadas por iones hidróxido (      ) e 
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 Dada la baja nucleofilia del agua, la hidrólisis de epóxidos es lenta.230 En 
medio neutro o básico sólo tiene lugar a través de mecanismos bimoleculares, SN2 
para los alquílicos y SN2 y/o SN2’ para los vinílicos o aromáticos.217 En medio 
ácido, a pesar de los numerosos estudios, experimentales o in silico,230-232,235,236 que 
han tratado de elucidar el mecanismo de reacción, la cuestión aún no se encuentra 
resuelta.  
 Son muchos los trabajos sobre hidrólisis de epóxidos enfocados desde 
muy diversas perspectivas217,230,231,237,238 y sobre la actividad de las epóxido 
hidrolasas.239,240 Ello se debe a que las reacciones de hidrólisis de oxiranos se 
utilizan en diversos procesos tanto en síntesis de laboratorio como a escala 
industrial, para convertir los epóxidos en intermedios de reacción o en productos 
quirales. 
2.1.3.3.3 Reacción de alquilación 
Las reacciones de alquilación por epóxidos transcurren a través de mecanismos de 
sustitución nucleófila, mediante catálisis con formación de complejos con metales 
o por mecanismos de Friedel-Crafts. Independientemente del mecanismo el 
producto es el correspondiente derivado β-hidroxialquilado.10 Estas reacciones son 
muy útiles en síntesis orgánica permitiendo obtener una amplia gama de productos 
(figura 2.1.19). Las reacciones de alquilación por epóxidos se han investigado para 
valorar su capacidad alquilante. Como sustrato frecuente se han empleado aminas 
–piridina, benzilamina, nicotinadida y NBP– para modelar la reactividad del N7 de 
la guanina, principal sitio de alquilación del ADN por epóxidos. Tanto en esa 
posición de la guanina como con las aminas, las reacciones de alquilación 
transcurren mediante sustitución nucleófila bimolecular, SN2 o SN2’. 
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Figura 2.1.19. Reacciones de alquilación de distintos sustratos por epóxidos. 
 
2.1.3.3.3.1 Interacción con macromoléculas biológicas 
Como agentes alquilantes, los epóxidos reaccionan con los centros nucleófilos de 
las moléculas biológicas: átomos de azufre de grupos tiol y tioéter, átomos de 
nitrógeno de aminas y átomos de oxígeno. La velocidad de reacción depende de la 
nucleofilia y características del sustrato y de factores estéricos. En el medio 
biológico, además de reaccionar con macromoléculas y otros constituyentes 
específicos de las células, los epóxidos reaccionan generalmente con agua y cloruro 
generando glicoles y halohidrinas.  
La interacción con macromoléculas biológicas forma parte del metabolismo 
de los epóxidos y de los alquenos, que se metabolizan vía epóxido. Algunas de las 
reacciones que intervienen en ese metabolismo están mediadas por enzimas (figura 
2.1.20), cuya concentración depende de los órganos de actuación y cuya presencia 
es de vital importancia. Los citocromos 450 (P450) son fundamentales, por su 
papel en la fase oxidativa del metabolismo de alquenos. La metabolización de los 
compuestos insaturados a sus correspondientes epóxidos, generalmente más 
nocivos que los alquenos de partida, es la única vía de eliminación de los 
compuestos insaturados del organismo. Dos grupos de enzimas protegen a los 
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organismos superiores de los efectos genotóxicos de los oxiranos: las glutatión S-
transferasas y las epóxido hidrolasas que catalizan la conjugación con glutatión y la 
hidrólisis de epóxidos, respectivamente. Los metabolitos obtenidos, conjugados 
con glutatión y glicoles, generalmente no son genotóxicos o lo son en menor 
medida que los epóxidos de partida. 
 
Figura 2.1.20. Entrada en el organismo y principales reacciones de los epóxidos en el 
medio biológico. 
 
2.1.3.3.3.1.1 Interacción con proteínas 
En disolución neutra muchos sitios nucleófilos de las proteínas son estéricamente 
accesibles a numerosos epóxidos. Su reactividad depende del agente alquilante y de 
la naturaleza del medio, especialmente del pH. 
 Las reacciones de alquilación más conocidas y estudiadas de proteínas y 
péptidos son las que tienen lugar con la hemoglobina y el glutatión como sustrato. 
En pH neutro los centros nucleófilos de la hemoglobina susceptibles de 
alquilación son: SH- del residuo de cisteína, N1 y N3 de la histidina y el grupo N-
terminal de la valina. Los aductos formados por los epóxidos con la hemoglobina 





como biomarcadores para monitorizar la exposición a epóxidos y a compuestos 
insaturados.10,241-247 
 
Esquema 2.1.4. Formación de conjugados con glutatión, GSH. 
Aunque el glutatión no es una proteína sino un tripéptido se incluirá en esta 
sección. La conjugación de epóxidos con glutatión se produce entre el epóxido y el 
grupo SH del residuo de cisteína del glutatión (esquema 2.1.4). Puede ocurrir 
espontáneamente o catalizada por la enzima glutatión S-epóxidotransferasa 
(GST).248,249 La reacción es de gran interés porque, salvo raras excepciones,250 
conduce a la formación de aductos de pequeño o nulo potencial genotóxico, que 
se degradan en riñones e hígado y son excretados por la orina como conjugados 
N-acetil-S-cisteína.251 
2.1.3.3.3.1.2 Interacción con ácidos nucleicos 
Los sitios nucleófilos del ADN con los que reaccionan los epóxidos están 
determinados tanto por la accesibilidad de los mismos como por las propiedades 
del epóxido, su carácter iónico, tamaño, etc.251,252 El N7-guanina es el sitio más 
reactivo de los ácidos nucleicos.10,34,51,251-255  
 La interacción de los epóxidos con los constituyentes de los ácidos 
nucleicos in vitro, y en condiciones fisiológicas, ha sido objeto de numerosas 
investigaciones.252-254,256-261 Los resultados han permitido determinar los átomos 
potencialmente reactivos y los mecanismos por los que transcurre la reacción de 
alquilación en cada posición (figura 2.1.21).  
 




Figura 2.1.21. Posiciones de las bases nitrogenadas susceptibles de sufrir alquilación, 
por reacción de epóxidos con los constituyentes de los ácidos nucleicos en condiciones 
fisiológicas. 
Los epóxidos que no son capaces de estabilizar una carga iónica, como los 
epóxidos de alquilo simples, reaccionan preferentemente con átomos de nitrógeno 
(7-guanina, 1- y 3-adenina, 3-timina y 3-citosina/uracilo) mediante un mecanismo 
SN2. En los epóxidos asimétricos la reacción tiene lugar a través del carbono β del 
anillo oxiránico.251,252 Sin embargo, los epóxidos capaces de estabilizar carga 
positiva, como los óxidos de estireno, además de reaccionar con los citados 
átomos de nitrógeno mediante reacción SN2 con el carbono β, reaccionan también 
con el carbono α mediante una reacción SN2’. Con este tipo de epóxidos se 
produce también la reacción con átomos exocíclicos de las bases del ADN: con 
N2-guanina, O6-guanina y O2-citosina. Las reacciones que tienen lugar entre el 
carbono α del epóxido y átomos exocíclicos de los nucleótidos transcurren 
mediante mecanismos que requieren la ionización del sustrato, SN1 o SN2’.251,253 
Cuando, en lugar de la reacción con los constituyentes de los ácidos 
nucleicos, se investiga la reacción de epóxidos con el propio ADN doble hebra in 
vitro en condiciones fisiológicas, hay más factores que afectan a la alquilación.251,262 





los sitios son los mismos que los estudiados con los nucleótidos/nucleósidos, no 
todas las posiciones nucleófilas susceptibles de sufrir alquilación por los epóxidos 
son alquiladas en el ADN in vitro. La posición alquilada mayoritariamente por los 
epóxidos ionizables y no ionizables, es la N7 de la guanina. El orden de 
preferencia para la alquilación es N7-guanosina>N3 y N1-adenina>N3-
citosina/uracilo. Con epóxidos ionizables se ha detectado también la formación 
del aducto minoritario resultante de la alquilación de la posición N2 de la 
guanina.251,262 
2.1.3.4 Parámetros químicos 
Para caracterizar la reactividad de epóxidos se han utilizado habitualmente las 
velocidades de hidrólisis y alquilación con sustratos como benzilamina,220,224-228 
piridina,80 nicotinamida,27,28,263 NBP,27,28,104,148 anilina e incluso con los propios 
ácidos nucleicos o con las bases nitrogenadas.10,96,104 En ocasiones se han utilizado 
también los valores de la constante de sustrato, s, y de la constante de alquilación 
para un sustrato con nucleofilia dos, kn=2, para comparar la reactividad de los 
oxiranos y establecer correlaciones.10  
2.1.3.5 Actividad biológica 
La actividad biológica de los epóxidos es muy amplia. Se ha comprobado que son 
mutágenos directos en organismos como Neurospora crassa,264,265 Escherichia coli 
WP2,81,266,267 Klebsiella pneumoniae,53,268 en células de Hámster chino,193 en linfocitos 
T de ratones269 e incluso en células de humanos. En el test de Ames, se han 
encontrado respuestas positivas en cepas de Salmonella Typhimurium TA100 y 
TA1535, capaces de detectar mutágenos que producen “sustitución de pares de 
bases”, mientras que no muestran actividad en cepas como TA98 o TA1537 que 
detectan “cambios en el marco de lectura”.80,100,103,105,180,181,267,270-277 La actividad 
mutágena de los epóxidos depende de su estructura química:10,278 la presencia de 
grupos atractores de electrones en el anillo oxiránico, aumenta la capacidad 
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mutágena, observándose el efecto contrario con grupos 
electrodonadores.103,264,265,268,273,275,279 Los epóxidos monosustituidos poseen mayor 
efectividad mutágena que los disustituidos que, generalmente, son mutágenos 
débiles o no son mutágenos.273 Las mismas influencias estructurales se han 
observado tanto en la reactividad con nucleófilos modelo como en la inducción de 
intercambio de cromátidas hermanas (SCE). 
La capacidad mutágena está íntimamente relacionada con la actividad 
tumoral y carcinógena. Un elevado número de epóxidos monofuncionales y 
bifuncionales muestran actividad cancerígena.66,137-140,280-283 La carcinogenia de los 
epóxidos monofuncionales se relaciona directamente con la alquilación de los 
ácidos nucleicos y las mutaciones generadas. Sin embargo, la carcinogenia por 
epóxidos bifuncionales transcurre por entrecruzamiento de las hebras que dan 
lugar a amplias delecciones.10,284 Los tipos de mutaciones detectadas en tumores 
inducidos por epóxidos monofuncionales son coherentes con el tipo de aductos 
formado por estos agentes alquilantes.285 En un estudio realizado en humanos y 
ratones expuestos a epóxidos o a compuestos que son metabolizados a epóxidos, 
se han detectado tanto los aductos con el ADN como una elevada incidencia de 
mutaciones (transiciones G→A, transversiones A→T) en genes involucrados en el 
desarrollo de cáncer (K-ras, p53 y H-ras). De este hecho se deduce que las lesiones 
del ADN son importantes en el proceso de inducción de cáncer.285 
Un estudio de Van Duuren sobre correlación entre estructura y actividad 
carcinógena de los epóxidos reveló que, entre los epóxidos monofuncionales, las 
moléculas conjugadas con un doble enlace o con un anillo aromático muestran 
actividad carcinógena, mientras que sus análogos saturados son inactivos. Se 
encontró también que los monoepóxidos son carcinógenos menos efectivos y 
actúan con menor frecuencia que los correspondientes diepóxidos.140  
Ensayos cromosómicos en cultivos celulares han demostrado que los 





(CA).188,190,191,193,286,287 En algunos casos se ha comprobado la generación de CA en 
trabajadores expuestos a epóxidos.10  
Se ha observado SCE en células de ratas, ratones y de 
humanos,10,189,191,193,246,279,287,288 encontrándose buena correlación entre potencial 
mutágeno y potencial para inducir SCE (SCEIP).193,279 Los epóxidos 
monosustituidos poseen mayor potencial genotóxico que los bi y tri-sustituidos.279 
Además de los efectos genotóxicos directos generados por la exposición a 
epóxidos se sabe que se producen consecuencias biológicas indirectas en procesos 
como la reparación del ADN.289  
2.1.3.6 Correlaciones reactividad química-actividad biológica 
Como se ha señalado antes, los epóxidos reaccionan mayoritariamente con el N7 
de la guanina del ADN mediante un mecanismo de sustitución bimolecular SN2 ó 
SN2’. Por eso suelen obtenerse buenas correlaciones entre la mutagenia de los 
oxiranos in vitro y su capacidad alquilante con nucleófilos modelo que contienen un 
N-heteroátomo (con los que la reacción transcurre a través de los mismos 
mecanismos).27,290 El potencial mutágeno (test de Ames en cepas TA100 y 
TA1535) y la reactividad de los epóxidos con la NBP y la nicotinamida28,290 se han 
correlacionado semicuantitativa o cuantitativamente.28,290 En el caso de los óxidos 
de estireno hay cierta controversia en torno a las correlaciones con la reactividad 
que abordaremos más adelante. 
 De la correlación directa entre reactividad de los epóxidos con nucleófilos 
modelo y potencial mutágeno, y de éste con el potencial de inducción de SCE193 se 
deduce la correlación entre la capacidad alquilante e inducción de SCE.290 Puesto 
que, tanto en la reactividad química como en los efectos biológicos,28,273,279 la 
estructura de los epóxidos tiene un papel fundamental se han encontrado buenas 
correlaciones de todos ellos con las constantes σ* y Hammett, que dan cuenta de 
los efectos electrónicos de los sustituyentes.27 
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 A pesar de que la reactividad no es el único factor influyente en los efectos 
biológicos de los epóxidos son muchos los casos en los que se ha comprobado 
que tiene un papel importante. También se han obtenido buenas correlaciones 
entre la estabilidad de los epóxidos (velocidad de hidrólisis) y su mutagenia.28 
 Existe dependencia lineal entre los valores de s y los potenciales 
carcinógeno y clastogénico de diversos agentes alquilantes entre los que se 
encuentran algunos epóxidos.46 Los elevados valores de s asociados a estos últimos, 
implican un elevado grado de alquilación de los nitrógenos del ADN.202 Este hecho 
está directamente ligado a un menor potencial genotóxico y por tanto carcinógeno 
que el de compuestos que reaccionan mayoritariamente con los oxígenos del 
ADN.44,46,202,291 La baja eficiencia genotóxica de los aductos formados parece estar 
relacionada con una elevada eficacia en la reparación de las lesiones que producen 




















2.2 Estudio cinético de la alquilación de moléculas 
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"Quando avrai provato l'emozione del volo, 
una volta a Terra camminerai con lo sguardo rivolto verso il cielo 
 perchè la sei stato e la agogni a ritornare".  
“ La scienza è il capitano e la pratica i suoi soldati”. 





2.2.1.1 Epóxidos lineales estudiados 
Los epóxidos lineales elegidos para realizar el estudio han sido el óxido de 
propileno (PO), 1,2-epoxibutano (1,2-EB), cis-2,3-epoxibutano (cis-2,3-EB) y trans-
2,3-epoxibutano (trans-2,3-EB), que denominaremos de forma general, EP. Esta 
serie de epóxidos permite investigar la influencia en la reactividad tanto de la 
longitud como de la posición de los sustituyentes alquilo. 
 
PO 1,2-EB trans-2,3-EB cis-2,3-EB 
Figura 2.2.1. Estructuras de los epóxidos elegidos para el estudio. 
 Son compuestos similares tanto estructural como químicamente y 
reaccionan con el ADN formando aductos, mayoritariamente con la posición N7 
de la guanina. Son agentes alquilantes directos que reaccionan con la NBP292 y el 
ADN sin necesidad de activación metabólica. Aunque son tóxicos y genotóxicos, 
habiéndose demostrado también que son mutágenos débiles, sólo PO y 1,2-EB 
han sido clasificados por la IARC como agentes 2B posiblemente cancerígenos 




para los humanos.293,294 Ni el 2,3-epoxibutano ni sus regioisómeros, han sido 
clasificados hasta el momento. 
2.2.1.2 Usos y exposición 
Los epóxidos estudiados se utilizan generalmente en la producción de resinas 
epoxi, de agentes surfactantes y de los correspondientes glicoles y de sus derivados 
(poliglicoles, éteres y ésteres de glicol entre otros).293,295 El óxido de propileno se 
utiliza como aditivo alimentario, como fumigante para frutos secos y como 
esterilizante de envoltorios de alimentos y otros materiales.295,296 Se emplea 
también en la producción de plásticos y otros materiales sintéticos.296 El 1,2-EB 
tiene numerosas aplicaciones como estabilizante para algunos disoventes como los 
hidrocarburos clorados y como aditivo en las gasolinas.294 
 La exposición directa a PO, 1,2-EB y a los regioisómeros del 2,3-EB 
puede producirse en el lugar de trabajo, en las industrias dedicadas a la producción 
de estas especies o en aquellas que los emplean como materia prima. Puede 
producirse también en el almacenamiento y transporte del mismo. Se ha estimado 
que sólo en Estados Unidos más de 200.000 trabajadores se encuentran 
potencialmente expuestos al PO296 y alrededor de 47.900 al 1,2-EB.294 
 Asimismo la exposición puede producirse por contacto con productos que 
contienen estos compuestos o por exposición indirecta. Esta última tiene lugar por 
exposición a los correspondientes compuestos insaturados, propileno (PE), 1,2-
buteno (1,2-BE) y 2,3-buteno (2,3-BE) que en el cuerpo humano son 
transformados por vía metabólica en los correspondientes epóxidos. El PE se 
encuentra en el medio ambiente de forma natural, generado por la vegetación, o 
como producto antropogénico, como producto del refinado de petróleo o de la 
combustión incompleta de tabaco o del combustible de los automóviles.293 Se sabe 
que en humanos tan sólo el 8% del PE inhalado puede ser metabolizado a PO, vía 
citocromos P450. La reacción de formación de PO a partir de PE es una reacción 









es un intermedio químico en la producción de polímeros –polibutenos, butadieno, 
polietileno– lubricantes y aditivos de gasolinas. Es un intermedio utilizado para 
mejorar la biodegradabilidad de surfactantes, detergentes, productos de limpieza 
industriales agresivos y champús.294  
2.2.1.3 Reactividad química de epóxidos lineales 
La reactividad de los epóxidos lineales se ha investigado ampliamente y, a pesar de 
que se han estudiado las reacciones de reordenamiento utilizando ácidos de Lewis, 
las más estudiadas son las sustituticiones nucleófilas. Estas últimas se han 
investigado con una gran diversidad de nucleófilos: amoniaco, tiosulfato, 
alcoholes, HCl, HBr y HI, entre otros.10,217 Centraremos nuestra atención en las 
reacciones de hidrólisis y alquilación con la NBP y con macromoléculas biológicas. 
2.2.1.3.1 Reacción de hidrólisis 
Sobre la reacción de hidrólisis de epóxidos lineales que da lugar a la formación de 
los correspondientes glicoles se sabe que: i) puede transcurrir a través de tres 
mecanismos diferentes en función del pH (figura 2.2.2); ii) se puede producir por 
el ataque de la molécula de agua sobre ambos carbonos del anillo oxiránico.  
 En medio neutro o básico los experimentos revelan que el mecanismo por 
el que tiene lugar la reacción de hidrólisis de epóxidos alquílicos es SN2. Cuando se 
trabaja con agua marcada isotópicamente, con epóxidos simétricos, por ej. cis- y 
trans-2,3-EB, los productos derivados de la reacción en ambos carbonos son 
indistinguibles. Sin embargo, en el caso de epóxidos asimétricos, como PO y 1,2-
EB, el ataque del agua se produce mayoritariamente sobre el carbono que presenta 
menos impedimento estérico.232  
 La tabla 2.2.1 muestra los valores bibliográficos de las constantes de 
velocidad de hidrólisis para la reacción no catalizada,  así como para las 
catalizadas por ácido, y por base,    Se observa que la constante de 
-OH
.k




velocidad para la reacción catalizada por ácido es mucho mayor que las 
correspondientes a las reacciones no catalizada o catalizada por base. 
pH
















Figura 2.2.2. Dependencia de la constante de 
hidrólisis observada, khid, con el pH para el óxido 
de etileno (■) e isobutileno(■) T = 25,0 ºC.236 
 
 
Tabla 2.2.1. Constantes de velocidad para la reacción de hidrólisis de 
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  En medio ácido la hidrólisis de epóxidos transcurre preferentemente por 
ataque en la posición más impedida y puede tener lugar a través de dos posibles 
mecanismos, SN1 o SN2’.231,234,236 Existen diferencias sustanciales en la velocidad 
de hidrólisis de los epóxidos lineales en medio ácido, debidas a efectos estéricos 
y/o electrónicos. Los resultados de varios estudios revelan que la estabilización del 
carbocatión (SN1) o del intermedio con carga parcial positiva sobre un carbono 
(SN2’), se encuentra directamente correlacionada con el valor de las constantes de 
velocidad de hidrólisis observadas. Los epóxidos que forman carbocationes o 
intermedios terciarios, presentan valores de mayores que los que dan lugar 
a carbocationes/intermedios secundarios. Los que forman carbocationes 
/intermedios primarios son aún más lentos. De todos los epóxidos estudiados, el 
óxido de etileno es el que reacciona más lentamente (tabla 2.2.1).10,230,231,236,297 Las 
constantes de velocidad para la hidrólisis ácida, keff (kobs /[H3O+]), obtenidas por 
Kirkovsky et al., muestran la misma tendencia (tabla 2.2.2).235 Los factores 
catalíticos para la reacción de hidrólisis catalizada por ácido muestran también 
buena correlación con las constantes σ* de Taft para una amplia serie de epóxidos, 
exceptuando los 1,1-diepóxidos.231 
 
Tabla 2.2.2. Constantes de velocidad para la reacción de hidrólisis de diversos 
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2.2.1.3.2 Reacción de alquilación 
La reacción de alquilación de diversos sustratos –nicotinamida y NBP 
generalmente– por epóxidos ha sido estudiada, generalmente, para modelar la 
reactividad con el ADN y establecer correlaciones entre ésta y los efectos 
biológicos.263 En cambio, son escasas las publicaciones sobre estudios cinéticos en 
profundidad.298 Habitualmente se aplica el método de velocidades iniciales para 
obtener la capacidad alquilante o reactividad con la NBP o nicotinamida, que suele 
hacer referencia a las absorbancias obtenidas a un determinado tiempo de reacción 
o a la variación de absorbancia en un determinado intervalo de tiempo.27,103,263,292 
 Al utilizar una u otra medida de absorbancia para comparar la reactividad 
de epóxidos se están manejando indirectamente dos aproximaciones: i) que los 
coeficientes de absorción molar de todos los aductos son iguales;82 y ii) que sólo 
tiene lugar la reacción de alquilación. La primera aproximación puede ser aplicable 
a epóxidos con estructuras similares, pero no para los de estructura dispar. Para 
poder aplicar la segunda aproximación es necesario descartar la existencia de otras 
reacciones implicadas.82 Los estudios sobre la alquilación de diferentes nucleófilos 
por epóxidos lineales sugieren que la reacción de alquilación de moléculas como 
NBP o nicotinamida por un epóxido lineal transcurre mediante un mecanismo de 
sustitución nucleófila bimolecular.  
2.2.1.3.2.1 Alquilación de moléculas biológicas  
Se sabe que los epóxidos pueden: i) reaccionar con macromoléculas biológicas 
como la hemoglobina (Hb) o los ácidos nucleicos; ii) ser metabolizadas vía 
epóxido hidrolasa (EH), formando los correspondientes glicoles, o vía glutatión-S-
transferasa (GST), para formar conjugados con glutatión.  
 En cuanto a la formación de aductos con ADN, su concentración varía 
dependiendo de los órganos y vías de exposición.242,243 Se sabe que epóxidos 
simples, como óxido de etileno (EO) y PO, al reaccionar con ADN alquilan 




produciendo aductos N7-(2-hidroxi-alquil)guanina.51,185,242 Aunque estos aductos 
no se consideran promutágenos, se sabe que su incremento produce aumento de la 
velocidad de depurinación en el ADN y se ha planteado la posibilidad de que ello 
conduzca a la formación de sitios abásicos, que pueden ser mutágenos.299 In vivo 
con ADN, el PO produce una décima parte de la modificación que produce el 
EO, lo que explica, al menos parcialmente, las diferencias observadas en su 
efectividad como genotóxicos.244  
 La tabla 2.2.3 muestra la velocidad de reacción de los epóxidos lineales, 
EP, con guanosina y deoxiguanosina. La tendencia es acorde con los resultados 
obtenidos por Hemminki et al. en el estudio de la reactividad de una serie de 1,2-
alquiloxiranos (de C3 a C8) con ADN y desoxiguanosina.103,292 La reactividad de 
los epóxidos lineales tanto con desoxiguanosina como con ADN sigue la cinética 
esperada: la velocidad de la reacción es inversamente proporcional a la longitud de 
la cadena hidrocarbonada.96  
 Al estudiar la cinética de alquilación de guanosina por PO y trans-2,3-
epoxibutano, queda patente que el mecanismo por el que transcurre es SN2 y las 
constantes de segundo orden revelan que la reacción con PO se produce unas tres 
veces más rápido que con trans-2,3-EB.300 
 Los aductos formados con la hemoglobina (estables, en general) son útiles 
como biomarcadores, siendo una herramienta utilizada para monitorizar la 
exposición a agentes alquilantes como el PO.246 Los datos disponibles sobre los 
Tabla 2.2.3. Constantes de velocidad para las reacciones de alquilación de guanina y 



























T=37,0 ºC; a: Ref. 10; b : Ref. 300; x es la constante de velocidad de segundo orden para la reacción de alquilación de 
desoxiguanosina por PO. 




niveles de aductos con hemoglobina en trabajadores expuestos a PO y EO 
sugieren que, para una misma dosis, el EO forma el cuadrúple de aductos.  
 Las epóxido hidrolasas catalizan la reacción de hidrólisis de los epóxidos in 
vivo e in vitro, reduciendo considerablemente la vida media de los epóxidos en el 
cuerpo humano y, consecuentemente, su toxicidad. Como producen compuestos 
ópticamente activos, se utilizan también en síntesis orgánica. El mecanismo por el 
que se produce la apertura de los epóxidos por las EH de mamíferos fue 
descubierto por Amstrong et al. y Hammock et al. mediante experimentos con agua 
marcada isotópicamente.301,302  
2.2.1.4 Parámetros químicos 
Los parámetros químicos encontrados en la bibliografía para correlacionar la 
actividad biológica con la reactividad química de los epóxidos lineales han sido los 
utilizados de forma clásica: constantes de velocidad de alquilación e hidrólisis, que 
ya se han recogido anteriormente (véanse tablas 2.2.1. y 2.2.3), kn=2 y s. En la tabla 
2.2.4 se resumen los valores encontrados para estos dos últimos parámetros para 
los epóxidos EO, PO, 1,2-EB, epiclorohidrina (ECH) y glicidol.  
 
Tabla 2.2.4. Constantes de sustrato, s, y constantes de alquilación para n=2, kn=2 















































T = 37,0 ºC; a: Ref. 46; b: Ref. 175; c: Ref. 41; d: Ref. 10; 




2.2.1.5  Actividad biológica 
Los epóxidos lineales son genotóxicos y producen efectos biológicos muy 
variados. Mientras que PO y 1,2-EB han sido clasificados como posibles 
carcinógenos para humanos, ni el 2,3-EB ni sus isómeros han sido clasificados 
todavía. Todos ellos son, sin embargo, agentes alquilantes directos que no 
requieren activación enzimática para dar lugar a actividad biológica. 
La capacidad mutágena de PO, 1,2-EB y cis- y trans-2,3-EB in vitro ha sido 
investigada en bacterias y hongos. Los resultados muestran que los epóxidos 
analizados producen más mutaciones por sustitución de pares de bases que por 
desplazamiento, lo que es consistente con las propiedades de los epóxidos como 
agentes alquilantes. Se han encontrado respuestas positivas en el test de Ames para 
las cepas de Salmonella typhimurium sensibles a la sustitución de pares de bases 
(TA1530, TA1535, TA100) (tabla 2.2.5) y respuestas negativas para cepas que no 
detectan este tipo de mutaciones. A pesar de que también se han encontrado 
respuestas positivas en los test de mutagenia con hongos como Saccharomices, 
Schizosaccharomices y Neurospora,264,303-305 ninguno de los epóxidos estudiados induce 
reparación SOS en Scherichia Coli PQ37. Este hecho se ha atribuido al bajo 
potencial mutágeno de los epóxidos porque en el test SOS generalmente se 
obtienen respuestas positivas frente al ataque químico al ADN.266,304  
 
Tabla 2.2.5. Mutagenia de epóxidos lineales en Salmonella Typhimurium para las 
cepas TA100 y TA1535 utilizando dos tipos de ensayo diferentes. 
 
Epóxido 







TA1535 TA100 TA1535 TA100 





trans-2,3-EB 8,82 3,16 0,19 0,30 
cis-2,3-EB 37,25 19,74 2,04 1,74 
1,2-EB – 120,65
b
 1,42 3,90 
 
a: Ref. 306; b: Ref. 263; c: Ref. 279; d : Ref.273 




 Estudios in vitro sobre mutagenia de epóxidos lineales han permitido 
concluir que los epóxidos terminales son, en general, mutágenos más potentes que 
aquellos en los que el anillo oxiránico no es terminal. En epóxidos terminales, el 
aumento de la longitud de la cadena hidrocarbonada del sustituyente produce 
disminución de la capacidad mutágena y la inclusión de sustituyentes atractores de 
electrones la aumenta (tablas 2.2.5 y 2.2.6).10,273 Algunos autores sugieren que todos 
los epóxidos monosustituidos poseen, en general, capacidad mutágena, mientras que 
para los 1,2-disustituidos se ha comprobado que la mutagenia de los isómeros cis es, 
en general, mayor que la de los isómeros trans, que a veces son inactivos.10,273  
 
Tabla 2.2.6. Potencial mutágeno y de inducción de intercambio de cromátidas 


















Rev. mut./  
106 Sup. 
EO 4,44 0,148 - - 
PO 1,12 0,037 80 3 
1,2-EB 1,17 0,039 6,1 1,6 
cis-2,3-EB 
0,02 0,0004 0,25 
0,3 
trans-2,3-EB 0,3 
ECH 6,53 0,218 135,2 28,8 
Glicidol 2,9 0,097 128,5 4,1 
a:Ref.304; b: Ref. 264; c : Ref. 279 
 La tendencia general observada para los potenciales mutágenos de los 
epóxidos de estudio es: PO>1,2-EB>cis-2,3-EB>trans-2,3-EB (tabla 2.2.5).266  
 Los resultados bibliográficos sobre el 2,3-epoxibutano e isómeros son a 
veces confusos (se ha investigado la mutagenia de la mezcla de los isómeros cis y 
trans, a pesar de que la mutagenia de los dos isómeros es muy diferente).272,279,306 




capacidad mutágena, mientras que en otros se ha encontrado que son mutágenos 
débiles. Estos resultados se han atribuido a su volatilidad dado que en ensayos 
diseñados especialmente para compuestos volátiles (vaporización) cis- y trans-2,3-
EB muestran capacidad mutágena.264,266,268,273,304 Los resultados obtenidos por 
Castelain et al. con compuestos volátiles muestran que la secuencia de mutagenia 
es: PO>cis-2,3-EB>trans-2,3-EB (tabla 2.2.5).306 
 Los epóxidos, PO, 1,2-EB, cis- y trans-2,3-EB, inducen SCE en células V79 
de hámster chino in vitro. La tabla 2.2.6 ilustra la potencialidad de distintos 
epóxidos para inducir SCE en células de mamífero. 
 Los estudios sobre la actividad biológica de PO y 1,2-EB son más 
numerosos que los correspondientes al 2,3-EB y sus isómeros. En el ensayo de 
linfoma de ratones se ha descubierto que el 1,2-EB es mutágeno, y en Klebsiella 
pneumoniae,307 que produce aberraciones cromosómicas. También se ha 
comprobado que produce mutaciones en Drosophila melanogaster in vivo y que no 
induce la síntesis descontrolada de ADN.294 
 Estudios in vitro sobre la actividad biológica del PO han mostrado que es 
un mutágeno débil sobre una gran variedad de organismos, que es un agente 
clastogénico188,308 y tóxico. In vivo no se ha observado la aparición de tumores en 
roedores utilizando distintas vías de administración en concentraciones bajas; sin 
embargo, en concentraciones altas, produce tumores en la cavidad nasal de 
roedores.280,283,309,310 Se ha comprobado también que produce SCE en humanos.246 
2.2.1.6 Correlaciones reactividad química-actividad biológica 
 Son numerosos los trabajos centrados en el establecimiento de 
correlaciones cualitativas y semicuantitativas entre la actividad química y biológica 
de epóxidos. Como se apuntó anteriormente (págs. 46-47 y 63), existe un grado 
alto de correlación entre las respuestas cualitativas obtenidas en tests de 
mutagenia, genotoxicidad y carcinogenia y el test de NBP para agentes alquilantes, 




entre los que se encuentran los epóxidos, algunos de ellos lineales. A nivel 
semicuantitativo, se han obtenido buenos resultados al establecer correlaciones 
entre la capacidad alquilante de EP, utilizando NBP, nicotinamida, o 
nitrotiofenolato sódico, y la mutagenia de varias series de epóxidos, en las que se 
incluyen epóxidos lineales.98,103,292 Sin embargo, diversos trabajos han reflejado la 
inexistencia de correlación cuando se utiliza la NBP.98,180,181,191,292 Al tratar de 
establecer correlaciones entre compuestos de diversa naturaleza, que dan lugar a 
aductos diferentes con el ADN, o con estructuras muy diferentes, aún 
perteneciendo a la misma familia, no se han obtenido, en general, buenos 
resultados al comparar la capacidad alquilante o reactividad con la NBP con el 
potencial mutágeno28,98,180,191,292 o genotóxico.191 Este hecho puede ser debido a la 
utilización de las aproximaciones antes mencionadas (pág.72), aunque a veces se 
han descrito buenas correlaciones.28,82  
 Un modelo basado en la estabilidad de los epóxidos para predecir la 
mutagenia u oncogenia ha resultado ser válido con los epóxidos.311 
 Algunos autores han tratado de establecer correlaciones a nivel 
cuantitativo entre potencial mutágeno en el test de Ames u otros efectos 
biológicos y la capacidad alquilante, el volumen molecular, la constante de reparto 
y el efecto de los sustituyentes. Los resultados obtenidos por Rosman et al. con el 
test de Ames en TA100 y TA1535 para una serie de óxidos de propileno y 
butileno han revelado un bajo grado de correlación tanto con el volumen 
molecular como con la constante de reparto y la reactividad.180 Tampoco, 
Hooberman et al. encontraron una buena correlación entre la reactividad con NBP 
y nicotinamida de óxidos de propileno y la mutagenia en la cepa TA1535. Sin 
embargo, obtuvieron correlaciones aceptables con la mutagenia en la cepa TA100 
y con el valor de la constante de Taft, (excluyendo tres epóxidos que eran muy 
diferentes al resto estructuralmente) a pesar de que la reactividad frente a la NBP 
se determinó como valor medio de una serie de medidas de absorbancia realizadas 




correlación entre la mutagenia y la constante σ* de Taft, ya que anteriormente se 
habían puesto de manifiesto, para una serie de óxidos de propileno, las buenas 
correlaciones existentes entre la capacidad alquilante con la NBP, la nicotinamida y 
la reactividad con desoxinucleósidos en el ADN y el parámetro σ*  de Taft.27,278 
 Deneer et al. investigaron las correlaciones entre la toxicidad de una serie 
de epóxidos manejando dos parámetros: la constante de velocidad de la alquilación 
con NBP y la constante de reparto octanol/agua. Las constantes de alquilación se 
obtuvieron utilizando el método de velocidades iniciales (habiendo comprobado 
que la reacción de hidrólisis podía despreciarse) y suponiendo el mismo coeficiente 
de absorción molar para todos los epóxidos.82 Los resultados mostraron que las 
correlaciones entre la toxicidad y cada uno de los parámetros considerados por 
separado eran muy pobres, pero considerados conjuntamente explicaban bien la 




2.2.2 Método y materiales 
2.2.2.1   Método experimental 
La reacción de alquilación de NBP por EP (PO, 1,2-EB, cis-2,3-EB y trans-2,3-EB) 
se ha seguido espectrofotométricamente. Aunque el aducto NBP-EP (ADin) 
formado es incoloro, la adición de una base (Et3N) produce la desprotonación del 
carbono que se encuentra entre los dos anillos aromáticos, dando lugar a la 
formación del aducto coloreado (AD) (esquema 2.2.1). 
 
Esquema 2.2.1. Seguimiento de la reacción de alquilación de NBP por EP. 
 Se ha trabajado en exceso de NBP frente EP en medios de acidez 
constante. Como la NBP es poco soluble en agua, las mezclas de reacción son 
acuoorgánicas, agua:dioxano 7:3 (v:v). Se prepararon semanalmente disoluciones 
madre de los epóxidos EP en dioxano. 
 Para preparar la mezcla de reacción (NBP + EP) en medio agua:dioxano 
se disuelve la NBP en 100 ml de mezcla 7:3 y se termostata a la temperatura de 
trabajo. A la mezcla se añade un pequeño volumen (25-1000 µL) de disolución 
madre de EP. El momento en el que se produce la adición, se toma como tiempo 
inicial de la reacción, t = 0.  
 El seguimiento cinético de la reacción de alquilación se hace 
monitorizando la variación de la absorbancia del aducto coloreado, AD, a una 




determinada longitud de onda. A distintos intervalos de tiempo se toman alícuotas 
de 2,4 cm3 de la mezcla de reacción (EP+NBP) que se añaden a una cubeta que 
contiene 0,6 cm3 de trietilamina. Se agita e inmediatamente se mide la absorbancia. 
La reacción de desprotonación del aducto es completa. 
 La figura 2.2.3 ilustra la evolución temporal de los espectros de absorción 
de los aductos NBP-EP en la reacción de la NBP con cada uno de los epóxidos. 
Se ha seguido la formación de dichos aductos en λ = 560 nm, donde sólo 
absorben los aductos coloreados. 
(nm)








t = 6 días
t = 28 días
 
 (nm)










t = 7 días
t = 23 días
 
(nm)









t = 23 días
t = 63 días
 (nm)









t = 26 días
t = 64 días
 
Figura 2.2.3. Espectrogramas obtenidos en el seguimiento de la formación de los aductos 
EP-NBP. T = 37,5 ºC; pH = 6,96; [NBP]o = 1,99·10
-2 M. a) [PO]o = 5,59·10
-5 M; b) [1,2-
EB]o = 6,31·10
-5 M; c) [cis-2,3-EB]o = 2,08·10
-4 M; d) [trans-2,3-EB]o = 2,20·10
-4 M. 
   
a) b) 
c) d) 




2.2.2.2.1 Reactivos generales 
Las especies químicas ácido acético glacial, hidróxido sódico (lentejas), ácido 
perclórico (60%) y 1,4-dioxano son Panreac (Barcelona, España). 
 Se ha utilizado agua desionizada en un equipo Wasserlab Ultramatic-
ecomatic.  
 
2.2.2.2.2 Reactivos específicos 
Las especies cis-2,3-epoxibutano (98%), trans-2,3-epoxibutano (99%) y 1,2-óxido 
de propileno (99%) han sido Alfa Aesar (Kasrlruhe, Alemania). Los reactivos 1,2-
epoxibutano (99%), 4-(p-nitrobencil)piridina (98%) y trietilamina (99%) eran 
Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). 




2.2.2.2.3 Equipos de trabajo 
Para el seguimiento cinético de la reacción de alquilación de NBP por los 
epóxidos, se ha utilizado un espectrofotómetro Shimadzu UV-2401-PC de doble 
haz con portacubertas CSP-240-A con seis celdas termostatadas mediante sistema 
Peltier. Se han manejado cubetas de cuarzo Hellma 110QS de 1 cm de paso 
óptico. 
 
 Las medidas de pH se han hecho con pH-metros Crison Micro pH2000 y 
Metrohm 827 pH lab. 
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 Para mantener constante la temperatura de las mezclas de reacción (± 0,04 




2.2.3 Resultados y discusión 
2.2.3.1 Mecanismo de reacción 
El esquema 2.2.2 muestra el mecanismo propuesto para la alquilación de NBP por 
EP PO, 1,2-EB y cis- y trans-2,3-EB. Simultáneamente a la reacción de 
alquilación de NBP por el epóxido tiene lugar la de hidrólisis de este último que 
produce el glicol correspondiente.231,234,297 Como los aductos NBP-EP son 
inestables y se hidrolizan, también es necesario considerar ésta última reacción.  
 Como los isómeros 2,3-EB presentan la misma sustitución en los dos 
carbonos del anillo oxiránico, el ataque de la NBP sobre tales carbonos transcurre 
indistinguiblemente. Por ello, cuando se haga referencia a la reacción de 
alquilación por los isómeros 2,3-EB, se referirá a la reacción de alquilación global, 
en ambos carbonos. Sin embargo el ataque de la NBP por PO y 1,2-EB tiene lugar 
en la posición más favorecida, i.e. en el carbono menos sustituido.  
 Los perfiles cinéticos obtenidos (variación temporal de la absorbancia en λ 
= 560 nm) son típicos de reacciones consecutivas, en concordancia con el 
mecanismo propuesto. 
 
Esquema 2.2.2. Mecanismo propuesto para la reacción de alquilación de NBP por 
epóxidos lineales, EP. 




2.2.3.1.1 Perfiles cinéticos y ecuaciones de velocidad 
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Figura 2.2.4. Perfiles cinéticos de la formación de los aductos NBP-EP. Ajustes (-) y 
valores experimentales; medio 7:3 agua:dioxano; T = 37,5 ºC; pH= 6,96; [NBP]o = 1,99 · 
10-2 M; a) [PO]o = 5,59 · 10
-5 M (●); [1,2-EB]o = 6,31 · 10
-5 M (●); b) [cis-2,3-EB]o = 2,08 · 
10-4 M (▲); [trans-2,3-EB]o = 2,21 · 10
-4 M (▼). 
 Del mecanismo propuesto se deducen fácilmente las ecuaciones de 
velocidad (2.2.1) y (2.2.2) de desaparición del epóxido EP y de aparición del 
aducto, respectivamente. 
    






dt  (2.2.1) 
 








 En estas ecuaciones es la constante de velocidad observada para 
la hidrólisis del aducto, khid es la constante de velocidad observada para la 
hidrólisis del epóxido y  es la constante de velocidad de alquilación de NBP 
de pseudoprimer-orden: 
 'alq alq NBPk k
 (2.2.3) 
 La integración de la ecuación (2.2.1) conduce a: 
a) b) 
k 'alq











 Con la ecuación anterior e integrando la (2.2.2) se obtiene la expresión 
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   
 (2.2.5) 
 Como el seguimiento del aducto se hace espectrofotométricamente, para 
obtener la ecuación integrada de velocidad en términos de absorbancia (Ec.(2.2.7)) 
se utiliza la ecuación de Lambert-Beer (Ec.(2.2.6)) donde AAD es la absorbancia del 
aducto a tiempo t,  ε  es el coeficiente de absorción molar del aducto y l el paso 
óptico de la cubeta. Todos los experimentos se han realizado con una cubeta de 
paso óptico 1 cm. 
 AD= ADA l  (2.2.6) 
 
 
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   
 (2.2.7) 
 Los valores AAD/t se ajustan a una ecuación con tres parámetros: 





  (2.2.8) 







b k k 
 (2.2.10) 







 Los perfiles cinéticos y los excelentes ajustes de los valores experimentales 
AAD/t a la ecuación (2.2.8) (figura 2.2.4), apoyan el mecanismo propuesto. 
2.2.3.1.2 Órdenes de reacción 
Para verificar que la alquilación de NBP por los epóxidos transcurre por un 
mecanismo de sustitución nucleófila bimolecular, SN2, se determinaron los 
órdenes de reacción respecto de las concentraciones de ambos reactivos. Se utilizó 
el método de velocidades iniciales.196 
 La velocidad inicial de formación del aducto, vo, en términos de 
concentración viene dada por la expresión (2.2.12) y en términos de absorbancia 
por la (2.2.13); n y m son los órdenes parciales respecto de las concentraciones de 
NBP y EP, respectivamente. 
   
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dt t  (2.2.12) 
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 La ecuación (2.2.13) puede escribirse en forma logarítmica (2.2.14): 
     o alq o olog log  log NBP  log EPv l k l n m   (2.2.14) 
 Con todos los epóxidos se encontraron órdenes de reacción unitarios 
respecto a las concentraciones de cada reactivo (figura 2.2.5) coherentemente con 
un mecanismo de sustitución nucleófila bimolecular, SN2.  
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Figura 2.2.5. Órdenes parciales respecto a las concentraciones de: a) NBP, n; b) EP, m; 
para la reacción con PO (●); 1,2-EB(●); cis-2,3-EB (▲); trans-2,3-EB(▼);T = 37,5 ºC; 
medio de reacción 7:3 agua: dioxano; pH = 6,96. 
2.2.3.1.3 Identificación de los aductos NBP-EP mediante espectrometría de 
masas 
Las evidencias experimentales descritas anteriormente, junto al estudio de los 
aductos por espectrometría de masas (figura 2.2.6), confirman la formación de 
aductos 1:1 NBP-EP (La relación m/z correspondiente a los picos de los iones 
moleculares resultó, 273,1 para NBP-PO, 287,1 para los aductos NBP-1,2-EB, y 
287,2 para NBP-2,3-EB). No se observaron picos asignables a aductos de otro 
tipo, como los 2:1.  
 Aspecto esencial en el estudio de los mecanismos de alquilación  
investigados en este trabajo es averiguar el papel de reacciones concurrentes que 
pueden condicionar de hecho lo hacen la influencia de la alquilación 
propiamente dicha. Para ello se deben calcular previamente los valores de los 
coeficientes de absorción molar de los aductos NBP-EP formados. Así se podrán 
conocer los valores de la constante de velocidad de alquilación de forma directa 
mediante el método de velocidades iniciales o haciendo uso del parámetro a del 
ajuste (vide infra). 
a) b) 





Figura 2.2.6. Espectros de masas de los aductos NBP-EP, obtenidos tras la separación de 
la mezcla de alquilación mediante HPLC: a) NBP-PO, tr = 2,11 min.; b) NBP-1,2-EB tr = 
2,23 min.; c) NBP-cis-2,3-EB, tr = 2,14 min.; d) NBP-trans-2,3-EB, tr = 2,14 min. 
a) b) 
c) d) 
2.2. Estudio cinético de la alquilación de moléculas modelo del ADN por epóxidos lineales 
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2.2.3.2 Estudio cinético de las reacciones involucradas en la efectividad 
de la alquilación 
2.2.3.2.1 Determinación del coeficiente de absorción molar de los aductos 
NBP-EP 
Para determinar el coeficiente de absorción molarde los aductos NBP-EP, ε, se 
seleccionó la longitud de onda λ = 560 nm, para poder establecer comparaciones 
con otros compuestos estudiados previamente en nuestro laboratorio. En esta 
longitud de onda absorben exclusivamente los aductos NBP-EP.  
 Como se procede de manera distinta con los epóxidos que reaccionan 
rápidamente con la NBP (PO y 1,2-EB) que con los que reaccionan lentamente (cis 
y trans 2,3-EB), se considerarán de forma separada. 
2.2.3.2.1.1 Coeficientes de absorción molar de NBP-PO y NBP-1,2-EB 
Para conocer los coeficientes de absorción molar de los aductos NBP-PO y NBP-
1,2-EB, se hicieron experimentos en los que se hacía variar la concentración de 
NBP, mantenidas constantes las demás magnitudes. Los experimentos se siguieron 
hasta un elevado porcentaje de reacción. El ajuste a la ecuación (2.2.8) de los pares 
de datos AAD/t conduce a los valores de los parámetros a, b y c. La pendiente de la 
recta obtenida al representar los valores del parámetro b (b = kalq [NBP]+khid) 
frente a los de [NBP] conduce directamente al valor de la constante de velocidad 
de alquilación, kalq.  
 Los ajustes de los resultados a pH neutro (figura 2.2.7) conducen a las 
expresiones (2.2.15) y (2.2.16). 
      4 6 1PO37,5 1,76 0,06 10 NBP 1,06 0,08 10 sb       
 (2.2.15) 
      4 5 1EB45,0 2,7 0,4 10 NBP 1 0,6 10 sb       
 (2.2.16) 
 













































Figura 2.2.7. Cálculo de kalq y khid. Medio de reacción 7:3 agua: dioxano; pH = 6,96; 
Valores experimentales (●) y ajuste(-); [PO]o= 5,59·10
-5 M; T =37,5 ºC (●); [1,2-EB]o= 
6,31·10-5 M; T = 45,0 ºC (●). 
 Conocidos los valores de kalq (Ecs. (2.2.15) y (2.2.16)) y del parámetro a 
para unas condiciones determinadas (tabla 2.2.7), el valor de ε se obtiene 









 Como valor de ε se ha tomado el valor medio de los reseñados en la tabla 
2.2.7. Para el óxido de propileno, εPO = (2,6 ± 0,1) · 104 M-1cm-1 y para el 1,2-
epoxibutano, ε1,2-EB = (2,2 ± 0,1) · 104 M-1cm-1. 
Tabla 2.2.7. Parámetro a y coeficientes de absorción molar de los aductos NBP-PO y 















4,93 1,95 2,56 7,85 1,99 2,31 
4,50 1,72 2,72 6,31 1,79 2,06 
3,34 1,30 2,61 5,08 1,39 2,14 
2,31 0,92 2,54 4,57 1,19 2,25 
1,23 0,47 2,66 3,78 0,99 2,23 
0,60 0,23 2,62 2,99 0,80 2,20 
 
Medio 7:3 agua:dioxano; pH = 6,96;[PO]o = 5,59·10 – 5 M; T = 37,5 ºC;[1,2-EB]o =  6,31·10- 5 M; T= 45,0ºC 
a) b) 






2.2.3.2.1.2 Coeficientes de absorción molar de NBP-cis-2,3-EB y NBP-trans-2,3-EB 
Para determinar los coeficientes de absorción molar de los isómeros cis y trans-2,3-
EB se ha utilizado el método de Gillete, usado por Barbin et al. con el óxido de 
cloroetileno.298 La razón de no manejar el mismo método que para PO y 1,2-EB 
reside en que las reacciones de cis y trans-2,3-EB con NBP en medio neutro son 
muy lentas (es necesario prolongar el seguimiento hasta dos meses). La utilización 
del método de Gillete en medio ácido permite reducir el tiempo de seguimiento de 
dos meses a 23 días.  
 Como en medio ácido la reacción de hidrólisis del aducto NBP-EP es 
despreciable,  (figura 2.2.8), la ecuación integrada de velocidad en 
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 La figura 2.2.8 ilustra el excelente ajuste de los valores experimentales a la 
























Figura 2.2.8. Determinación de Ainf para NBP-trans-2,3-EB. Valores 
experimentales (▼) y ajuste (-); medio 7:3 agua: dioxano; T = 
37,5 ºC;  pH = 5,06; [trans-2,3-EB]o = 2,25·10
-4 M. 
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 La ecuación anterior puede escribirse en la forma (2.2.20), que permite 










A l k l 
 (2.2.20) 
 A pH = 5 ε se obtuvo del inverso del valor de la ordenada en el origen de 
la representación del cociente [EP]o/Ainf frente a 1/[NBP] (figura 2.2.9), 



































































Figura 2.2.9. Obtención del coeficiente de absorción molar de los aductos NBP-EP. pH = 
5,06; T = 37,5 ºC; a)[cis-2,3-EB]o = 6,31·10
-5 M (▲); b)[trans-2,3-EB]o = 2,25·10
-4 M(▼). 
 
   
 
     -5 -6o
inf
-2,3-EB 1






   
 
     -5 -6o
inf
-2,3-EB 1
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 Los valores de los coeficientes de absorción molar obtenidos para los 
aductos NBP-cis-2,3-EB y NBP-trans-2,3-EB son: ε = (2,27 ± 0,03) · 104 M-1cm-1 y 
ε = (2,5 ± 0,1) · 104 M-1cm-1, respectivamente. 
 La tabla 2.2.8 muestra los valores calculados para los coeficientes de 
absorción molar de los diferentes aductos EP-NBP y permite observar que esos 
valores dependen del epóxido que forma parte del aducto. Se observan variaciones 
de hasta un 20%. Puede concluirse así que los valores de los coeficientes de 
absorción molar dependen de la estructura del aducto, como han sugerido 
previamente diversos autores.85,93,107,112,168 Este resultado es interesante porque en 
numerosos estudios se ha utilizado para calcular las constantes de alquilación un 
mismo coeficiente de absorción para todos los aductos.82 Probablemente ésta sea 
la causa de algunos errores y discrepancias encontrados en la 
bibliografía.18,82,103,133,179-181,185  
 




PO 1,2-EB cis-2,3-EB trans-2,3-EB 
10-4ε560nm 
( M-1cm-1 ) 
2,6 ± 0,1 2,2 ± 0,1 2,27 ± 0,03 2,5 ± 0,1 
Medio de reacción 7:3 agua:dioxano. 
2.2.3.2.2 Estudio de la reacción de alquilación de NBP por epóxidos lineales 
Conocido el valor de ε, cada experimento cinético permite conocer el de kalq a 
partir del parámetro a del ajuste AADt/t (Ec (2.2.23)), o mediante el método de 
velocidades iniciales, a partir de la variación inicial de absorbancia (Ec (2.2.24)).  
























a) Influencia del pH 
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Para conocer la influencia del pH sobre la constante de velocidad de la alquilación 
de NBP por EP se ha trabajado en el intervalo pH = 5-7. Como la NBP puede 
encontrarse disociada en medio ácido, su concentración inicial efectiva se ha 
calculado teniendo en cuenta el pKa en el medio de reacción (7:3 agua:dioxano; 
pKa= 4,4).  
 Los valores encontrados de las constantes de velocidad (tabla 2.2.9) 
muestran que el pH no ejerce influencia apreciable sobre la constante de velocidad 
de alquilación de NBP para ninguno de los epóxidos investigados.  
 
























Medio de reacción 7:3 agua:dioxano; T = 37,5 ºC. 
 Los valores de kalq para PO y 1,2-EB son aproximadamente diez veces 
mayores que las de los isómeros 2,3-EB. La tendencia de reactividad encontrada es 
acorde con la encontrada en la bibliografía para las reacciones de epóxidos con 
otros sustratos (tabla 2.2.3, pág. 73).10  
 La comparación de nuestros resultados con los obtenidos por Hemminki 
et al. en su estudio de la reactividad de epóxidos con la NBP, revela notables 
discrepancias.96 Estos autores no observan diferencias apreciables en la reactividad 
de epóxidos monosustituidos con sustituyentes alquílicos de diferente longitud. La 
razón puede ser doble: i) Hemminki et al. consideran que la reacción de alquilación 
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con la NBP es la única reacción significativa en un porcentaje de reacción corto, 
despreciando las posibles reacciones concurrentes de hidrólisis de los epóxidos; y 
ii) no tienen en cuenta la variación entre los diferentes coeficientes de absorción 
molar de los aductos que, como hemos visto, puede alcanzar el 20% (tabla 2.2.8 
pág 96).   
b) Influencia de la temperatura 
La influencia de la temperatura sobre las constantes de velocidad de alquilación se 
estudió para los cuatro epóxidos en el intervalo 30,0-45,0 ºC. La tabla 2.2.10 
muestra los resultados. Los valores obtenidos muestran un buen ajuste (figura 
2.2.10) a las ecuaciones de Arrhenius y EyringWynne-Jones ((2.2.25) y (2.2.26), 
respectivamente). Con ellas se han calculado en cada caso los parámetros de 
activación reflejados en la tabla 2.2.11.  
Tabla 2.2.10. Influencia de la temperatura en la constante de velocidad de alquilación de 









30,0 0,80 ± 0,06 0,71 ± 0,06 0,062 ± 0,005 0,05 ± 0,01 
32,5 1,18 ± 0,08 1,0 ± 0,2 0,083 ± 0,007 0,07 ± 0,02 
35,0 1,4 ± 0,1 1,2 ± 0,2 0,105 ± 0,008 0,09 ± 0,02 
37,5 1,7 ± 0,1 1,4 ± 0,2 0,15 ± 0,01 0,15 ± 0,04 
40,0 2,1 ± 0,2 1,9 ± 0,3 0,23 ± 0,02 0,18 ± 0,05 
42,5 2,6 ± 0,2 2,3 ± 0,4 0,28 ± 0,02 0,21 ± 0,05 
45,0 3,1 ± 0,2 2,8 ± 0,5 0,33 ± 0,02 0,26 ± 0,06 
 








T  (2.2.25) 
 
(2.2.26) 
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 Como puede observarse, tanto las constantes de velocidad de orden dos 
para la alquilación como las correspondientes energías y energías libres de 
activación muestran que el potencial alquilante de los epóxidos disminuye en el 
orden: PO > 1,2-EB > cis-2,3-EB ~ trans-2,3-EB. Este resultado es consistente 
con investigaciones de otros autores sobre la reactividad de epóxidos con 
nucleófilos que han mostrado que las reacciónes SN2 se encuentran más 
favorecidas por los epóxidos monosustituidos que por los disustituidos, debido a 
factores estéricos.10 
 






PO 1,2-EB cis-2,3-EB trans-2,3-EB 
Ea alq 
(kJ·mol-1) 
68 ± 4 67 ± 3 95 ± 5 90 ± 6 
ΔG#alq (25,0 ºC) 
(kJ·mol-1) 
97 ± 5 98 ± 3 104 ± 5 105 ± 8 






















































Figura 2.2.10. Representación de: a) Arrhenius y b) Eyring-Wynne-Jones para la reacción 
de alquilación de NBP por PO (●), 1,2-EB (●), cis-2,3-EB (▲) y trans-2,3-EB(▼); pH = 
6,96. 
a)  b) 
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2.2.3.2.3 Estudio de la reacción de hidrólisis de epóxidos lineales 
La constante de hidrólisis de los epóxidos, khid, se ha obtenido con los valores del 




a) Influencia del pH 
Estudios sobre la hidrólisis de epóxidos han mostrado la existencia de tres 
mecanismos distinguibles cinéticamente por los que puede transcurrir la reacción: 
reacción espontánea o no catalizada, k
o
hid
, y reacciones catalizadas por ácido,  
y por base, k
-OH
,10,234,238 de modo que la constante de velocidad de hidrólisis 
observada, khid, puede escribirse así: 
o
+ -hid hidH OH
H OHk k k k      




k b k 
 
Tabla 2.2.12. Influencia del pH sobre las 
constantes de velocidad de hidrólisis 






















Medio 7:3 agua:dioxano; T = 37,5ºC. 
 
Figura 2.2.11. Influencia del pH en la 
hidrólisis de epóxidos.  Medio de 
reacción 7:3 agua: dioxano; T =37,5 
ºC.  PO (●), 1,2-EB (●), cis-2,3-EB (▲) 
y trans-2,3-EB(▼); 
pH
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 En nuestro caso, en el intervalo pH = 5-7 se observa que el aumento de la 
acidez del medio hace aumentar khid (figura 2.2.11 y tabla 2.2.12), lo que indica que 
la reacción de hidrólisis de EP presenta catálisis ácida. 
b) Influencia de la temperatura 
A título comparativo con la influencia de la temperatura en la alquilación 
propiamente dicha, se ha estudiado la influencia de la temperatura sobre khid  en el 
intervalo T = 32,5-45,0 ºC para PO y 1,2-EB (tabla 2.2.13). Para  los regioisómeros 
de 2,3-EB se ha trabajado sólamente a T > 37,5 ºC. Esto se debe a que las 
reacciones para estos últimos son muy lentas y a temperaturas inferiores, el 
seguimiento se tendría que prolongar durante varios meses. 
 








PO 1,2-EB cis-2,3-EB trans-2,3-EB 
106khid 
(s-1) 












37,5 1,06 ± 0,02 0,80 ± 0,08 0,65 ± 0,03 0,57 ± 0,14 
40,0 1,60 ± 0,03 0,70 ± 0,07 1,6 ± 0,2 1,7 ± 0,42 
42,5 2,03 ± 0,04 1,3 ± 0,1 2,3 ± 0,3 1,8 ± 0,44 





(kJ·mol-1) 97 ± 8 76 ± 6 184 ± 99 135 ± 31 
 
Medio de reacción 7:3 agua:dioxano; pH = 6,96. 
 La tabla 2.2.13 recoge los valores de las constantes de hidrólisis y de la 
energía de activación para las reacciones de hidrólisis de los epóxidos aquí 
investigados (figura (2.2.13)).  
 Se observa que, a diferencia de las constantes de velocidad de las 
reacciones de alquilación, las de hidrólisis de los epóxidos son del mismo orden 
para todos los aquí estudiados. Ello se puede interpretar pensando que, cuando la 
molécula que reacciona con el epóxido es pequeña (caso del agua) la estructura del 






epóxido (y, por tanto, el impedimento estérico) no condiciona la reactividad de 
forma drástica, mientras que sí lo hace frente a moléculas de tamaño considerable 
como la NBP. 
 
Figura 2.2.12.  Diagramas de Arrhenius para 
las reacciones de hidrólisis de epóxidos. Medio 
7:3 agua:dioxano; pH = 6,96; PO (●), 1,2-EB 
(●), cis-2,3-EB (▲) y trans-2,3-EB(▼). 
 
 
2.2.3.2.4 Estudio de las reacciones de hidrólisis del aducto NBP-EP 
Como se ha indicado antes (apartado 2.2.3.1, pág. 86), una de las reacciones 
concurrentes con la de alquilación propiamente dicha es la de hidrólisis de los 
aductos NBP-EP formados. Por eso en este trabajo se ha estudiado cinéticamente 
esa reacción para cada uno de los epóxidos conque se ha trabajado. 
 La constante de hidrólisis de cada aducto, se ha calculado de 
forma directa a partir del ajuste AAD/t. Su valor viene dado por el parámetro c del 
ajuste (Ec (2.2.11)).  
a) Influencia del pH  
 Al estudiar la influencia del pH en la constante de velocidad de hidrólisis 
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2.2.14). En medio ácido, pH<5,3, la reacción transcurre tan lentamente que no se 
detecta y puede despreciarse.  
Tabla 2.2.14. Influencia del pH sobre las constantes 






















Medio de reacción 7:3 agua:dioxano; T = 37,5 ºC; n.d. : no detectado. 
b) Influencia de la temperatura
La tabla 2.2.15  muestra los resultados obtenidos al estudiar la influencia de la 
temperatura sobre las reacciones de hidrólisis de los aductos NBP-EP en el 
intervalo T  = 32,5-45,0 ºC.  
Se observa que los aductos formados por los epóxidos monosustituidos, 
1,2-EB y PO, reaccionan hasta cuatro veces más rápidamente que los formados 
por los isómeros 2,3-EB. Una posible explicación a este hecho podría ser que la 
reacción de hidrólisis se vea iniciada por el ataque de una molécula de agua sobre 
el carbono directamente unido al átomo de nitrógeno. Ese carbono se encuentra 
menos sustituido en el caso del PO y el 1,2-EB que en el de los isómeros 2,3-EB. 
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Tabla 2.2.15. Influencia de la temperatura sobre la constante de velocidad de hidrósis 
















2,8 ± 0,3 - - 
35,0 2,99 ± ,09 2,9 ± 0,09 - - 
37,5 5,35 ± 0,09 5,1 ± 0,1 1,19 ± 0,04 1,48 ± 0,13 
40,0 8,53 ± 0,2 10,8 ± 0,9 4,0 ± 0,9 3,38 ± 0,37 
42,5 11,72 ± 0,2 10,2 ± 1,5 4,9 ± 1,0 5,44 ± 0,34 




126 ± 15 110 ± 6 209 ± 43 212 ± 32 
Medio de reacción 7:3 agua:dioxano; pH=6,96. 
2.2.3.3 Parámetros cinéticos que caracterizan la reactividad de los 
epóxidos lineales 
Es de interés señalar que: i) la NBP modela la posición N7 de la guanina; ii) la 
capacidad alquilante de muchas sustancias, junto con otros parámetros químicos de 
naturaleza cinética ha demostrado ser factor determinante de su actividad biológica; 
iii) hasta la fecha no se han descrito correlaciones cuantitativas claras entre la
actividad química de los oxiranos como agentes alquilantes y su actividad biológica.
Por esas razones nos vamos a fijar a continuación  en algunos parámetros 
cinéticos que se utilizarán después para tratar de establecer correlaciones entre la 
reactividad química y la actividad biológica de los oxiranos estudiados. 
Además de kalq, Ea alq y khid, hemos manejado dos parámetros selectivos: i) 
la quimioselectividad de los epóxidos frente a la NBP, SNBP (véase apartado 
2.1.2.3.2.1, pág.45), que en términos cinéticos es el cociente entre las constantes de 
velocidad de alquilación de la NBP e hidrólisis de los epóxidos; ii) la constante de 
sustrato de Swain-Scott, s, que aporta información básica sobre la selectividad de 
los oxiranos por la alquilación y la hidrólisis (véase apartado 2.1.2.3.2.1, pág.44). 
2.2.3. Resultados y discusión 
105
La tabla 2.2.16 muestra los valores obtenidos de SNBP y s a diferentes 
temperaturas. Los altos valores de SNBP (2,6 < log SNBP < 4,0) y de las constantes s 
(s > 0,7) son típicos de mecanismos SN2,15,46,64,148,312 lo que apoya el mecanismo 
propuesto para la reacción de alquilación. También indican la preferencia de los 
agentes alquilantes por reaccionar con centros nitrogenados del ADN, (e. g. 
centros altamente nucleófilos N7-G, N3-A) que está relacionada con una baja 
genotoxicidad y una proporción elevada de aductos N7-/O6-
alquilguanina.46,175,303,313,314 Los valores de s son acordes con los obtenidos 
previamente para los óxidos de propileno y etileno (véase tabla 2.2.4 pág.74). Para 
cis- y trans-2,3-EB los valores de s son notablemente inferiores debido a que los 
carbonos secundarios causan impedimento a la reacción de alquilación.40 
Se observa que, al disminuir la temperatura, aumentan los valores de s y 
SNBP. Este comportamiento ha sido observado también por otros autores.64 La 
tendencia encontrada se puede atribuir, utilizando la teoría del estado de transición 
y la formación de un complejo activo, a una diferencia sustancial entre los 
parámetros de activación asociados a la reacción con los dos nucleófilos 
estudiados, agua y NBP. A la reacción con el nucleófilo más potente, NBP (n = 
3,5), le debe corresponder una energía libre de activación muy inferior a la del agua 
(n = 0). Se ha comprobado que esta condición se cumple para el PO y que la 
variación entre las energías libres de Gibbs para la hidrólisis del PO y la alquilación 
de la NBP por PO es debida fundamentalmente al factor entálpico. Esto significa 
que el aumento de s y SNBP con la disminución de la temperatura es debida al 
mayor incremento de la entalpía de activación de la reacción de hidrólisis de EP 
frente a la de la reacción de alquilación de la NBP por EP (véanse págs. 99 y 101). 
La gran variación de los parámetros con la temperatura indica la necesidad 
de considerar este factor a la hora de utilizarlos en el establecimiento de 
correlaciones.  
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Desde hace más de cincuenta años se admite que el riesgo de mutación 
por exposición a un compuesto es proporcional a la constante de velocidad de 
alquilación, kn=2,  para un sustrato con n = 2 (centros poco reactivos del ADN 
como O6-guanina).175 A 37,5 ºC los valores estimados de este párametro, 
utilizando la ecuación de Swain-Scott, para PO, 1,2-EB, cis-2,3-EB y trans-2,3-EB 
fueron: 3,99, 3,21, 0,85 y 0,75 · 10-6 M-1s-1, respectivamente. Estos resultados 
concuerdan satisfactoriamente con los encontrados en la bibliografía para PO y 
1,2-EB (3.33 y 3.11·10-6 M-1s-1 a 37,0 ºC, respectivamente determinados con otra 
metodología (véase tabla 2.2.4 pág. 74)).  
Tabla 2.2.16. Dependencia de algunos parámetros químicos con la temperatura: 




PO 1,2-EB cis-2,3-EB trans-2,3-EB 
SNBP 
32,5 8644 6079 - - 
35,0 5982 7125 - - 




42,5 4989 6765 484 467 
45,0 4755 9969 499 - 
s 
32,5 1,12 1,08 - - 
35,0 1,08 1,10 - - 
37,5 1,08 1,10 0,82 0,85 
40,0 1,06 1,15 0,79 0,75 
42,5 1,06 1,09 0,77 0,76 
45,0 1,05 1,14 0,77 - 
f 
32,5 0,82 ± 0,06 0,7 ± 0,1 - - 
35,0 0,75 ± 0,06 0,8 ± 0,1 - - 
37,5 0,76 ± 0,06 0,8 ± 0,1 0,28 ± 0,02 0,33 ± 0,08 
40,0 0,72 ± 0,06 0,8 ± 0,1 0,23 ± 0,03 0,17 ± 0,04 
42,5 0,72 ± 0,05 0,8 ± 0,1 0,20 ± 0,02 0,19 ± 0,05 





32,5 3,2 ± 0,2 4,5 ± 0,7 - - 
35,0 4,2 ± 0,3 4,5 ± 0,7 - - 
37,5 2,4 ± 0,2 2,5 ± 0,4 4,00 ± 0,035 3,7 ± 0,9 
40,0 1,4 ± 0,1 1,3 ± 0,2 1,00 ± 0,028 0,9 ± 0,2 
42,5 1,0 ± 0,08 1,3 ± 0,2 0,70 ± 0,01 0,6 ± 0,1 
45,0 0,85 ± 0,07 0,9 ± 0,2 0,40 ± 0,01 - 
Medio de reacción : agua:dioxano 7:3 ; pH=6,96. 
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 Entre los parámetros más útiles sobre la reactividad química de agentes 
alquilantes se encuentran la fracción de agente alquilante que forma aducto, f, y la 
vida del aducto, AL (véase apartado 2.1.2.3.2.1,  págs. 45 y 46). Como estos factores 
se han correlacionado con éxito con el potencial mutágeno de diferentes 
compuestos,201,313,315,316 se han obtenido sus valores a diferentes temperaturas y en 
medios de diferente acidez.   
 Los valores de f recogidos en las tablas 2.2.16 y 2.2.17 indican que, para el 
PO y el 1,2-EB en medio neutro, el 70-80% de la concentración inicial de agente 
alquilante da lugar a la formación de aducto mientras que el 20-30% restante es 
hidrolizado. Sin embargo, para los isómeros del 2,3-EB, se observa el 
comportamiento contrario, los epóxidos son mayoritariamente hidrolizados. En 
general, f disminuye al aumentar la temperatura debido a la mayor influencia de la 
ésta sobre la constante de hidrólisis. 
 
Tabla 2.2.17. Influencia del pH sobre las eficacias y eficiencias de 
alquilación, f y AL. 
 




5,12 0,48 - 
5,95 0,51 72685 
6,96 0,76 23700 
1,2-EB 
5,12 0,50 - 
5,95 0,73 33227 
6,96 0,78 25305 
cis-2,3-EB 
5,06 0,06 - 
5,20 0,09 - 
6,69 0,28 38971 
trans-2,3-EB 
5,06 0,09 - 
5,20 0,12 - 
6,69 0,33 37507 
 
Medio 7:3 agua:dioxano; T = 37,5ºC. 
 Se observa que el parámetro AL también se ve afectado por la temperatura 
y el pH, aumentando con la disminución de éstos últimos (tablas 2.2.16 y 2.2.17). 
La reacción de hidrólisis del aducto es el factor responsable del aumento de AL 
con la disminución del pH (ni la variación de kalq –independiente del pH– ni de 





khid –aumenta al disminuir el pH– con la acidez del medio justifican la tendencia 
encontrada). La relación directa de AL con la temperatura explicada tanto por el 
aumento de f como   
2.2.3.4 Correlaciones reactividad química-actividad biológica 
Concluido el estudio cinético de la reacción de alquilación de NBP por EP y 
determinados los parámetros químicos que caracterizan la reactividad de estos 
compuestos, se ha tratado de establecer correlaciones: i) cualitativas entre las 
respuestas del test de Ames y el test de NBP; ii) semicuantitativas entre kalq, f y AL 
calculadas en este trabajo y los datos bibliográficos de mutagenia en Salmonella 
Typhimurium, Neurospora y Schizosaccharomizes Pombe (véase apartado 2.2.1.5, págs. 75-
76); iii) cuantitativas entre algunos de los parámetros calculados por nosotros (kalq, 
Ea alq, khid, kn=2, s y SNBP) y datos bibliográficos de actividad biológica (potencia de 
inducción de intercambio de cromátidas hermanas (SCEIP) en células V79 de 
Hámster Chino y la frecuencia de mutación en Schizosaccharomizes Pombe (tabla 
2.2.6, pág.76)).  
Es evidente la existencia de correlaciones cualitativas y semicuantitativas 
entre reactividad química y actividad biológica de PO, 1,2-EB y cis- y trans-2,3-EB. 
Todos los epóxidos aquí estudiados son alquilantes directos, activos 
biológicamente, que responden positivamente al ensayo de NBP. Los compuestos 
que reaccionan más rápidamente con la NBP son los que presentan una mayor 
actividad biológica. PO y 1,2-EB muestran mayor potencial mutágeno que cis-2,3-
EB y trans-2,3-EB, tanto en Salmonella Typhimurium independientemente del 
ensayo escogido y de la cepa como en Neurospora y Schizosaccharomizes Pombe 
(véanse tablas 2.2.5 y 2.2.6, págs.75 y 76). En algunos casos se ponen de 
manifiesto las pequeñas diferencias existentes entre PO y 1,2-EB y entre los 
isómeros de 2,3-EB entre sí, la tendencia observada es, en esos casos, también 
acorde con la reactividad: PO>1,2-EB>cis-2,3-EB>trans-2,3-EB. 
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Si centramos la atención en la eficacia y eficiencia de la alquilación, f y AL, 
respectivamente, se observa que: i) los aductos NBP-EP formados por los cuatro 
epóxidos poseen valores de AL muy elevados (tablas 2.2.16 y 2.2.17), en 
consonancia con su gran estabilidad; ii) los valores de AL son mucho mayores que 
los observados para otros agentes alquilantes;201,315,316 iii) los regioisómeros 2,3-EB 
son preferentemente hidrolizados, mientras que los epóxidos, PO y 1,2-EB 
forman aducto en mayor proporción; iv) cuanto mayor es la proporción de aducto 
formado y su estabilidad, la posibilidad de que los aductos se acumulen in vivo 
durante un largo periodo, y consecuentemente, ejerzan actividad biológica, puede 
ser significativa. Así, cabe esperar que, como los aductos NBP-EP presentan una 
elevada estabilidad, los agentes alquilantes más potentes, PO y 1,2-EB, deben 
mostrar mayor potencial para producir efectos biológicos que los isómeros 2,3-
EB. Para epóxidos que forman aductos muy estables, como es el caso, el 
parámetro f parece ser más influyente que AL a la hora de evaluar la efectividad 
biológica.  
Aunque son abundantes las correlaciones cualitativas y semicuantitativas 
de la reactividad de los epóxidos con su actividad biológica, apenas existen 
correlaciones cuantitativas y las que hay son pobres, particularmente desde el 
punto de vista cinético. Por eso se ha investigado esta posibilidad utilizando el 
modelo de Hakura (véase apartado 2.1.1.7.2, págs.29-29), que atribuye la 
frecuencia de mutación observada, MF, a un proceso cinético como es la 
modificación del sitio de acción que ocurre a una velocidad proporcional a 
La ecuación fundamental que establece correlación entre los dos 
parámetros es: 
ln ln ln lnMF n k m n D    (2.1.6) 
Consideraremos kalk (medida frente a NBP, nucleófilo modelo de la 
posición N7 de la guanina) o kn=2, que describe la velocidad de reacción entre los 
.k
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agentes alquilantes y los oxígenos del ADN, como constantes de velocidad de la 
modificación del sitio específico de acción en el ADN, 
En la tabla 2.2.18 se recogen las constantes de sustrato de Swain-Scott, s, y 
los valores de la constante de velocidad equivalente al riesgo genético, kn=2, junto 
con la potencia de inducción de intercambio de cromátidas hermanas (SCEIP) y la 
frecuencia de mutación para los epóxidos estudiados. Para facilitar la discusión de 
los resultados se han incluido, además de los valores asociados a los epóxidos 
estudiados, los de otros epóxidos lineales sencillos.  
Tabla 2.2.18. Constante de sustrato, s, constante de velocidad equivalente al 
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a: Ref.317; b: This work; c: Ref 41; d: Ref. 10; e: Ref.304 
MF: Frecuencia de mutación, mutantes por 104 supervivientes por mM. f: Ref.279 
En primer lugar se centró nuestra atención en las correlaciones entre los 
parámetros químicos y la respuesta mutágena observada en Schizosaccharomices 
Pombe. Las buenas correlaciones MF/kalq y MF/ Ea alq ( tabla 2.2.19 y figura 2.2.13 
a y b) pueden atribuirse a un papel importante de la formación de aductos N7-
alquilguanina en la respuesta biológica inducida por exposición a epóxidos 
(compuestos que forman mayoritariamente estos aductos). Estos resultados son 
acordes con los obtenidos por Hooberman et al.28 quienes encontraron una buena 
correlación entre la mutagenia observada en la cepa TA100 y la reactividad 
química frente a la NBP. Aunque aductos pequeños como N7-metilguanina y N7-
etilguanina se han considerado como compuestos bien tolerados por las células, 
aductos N7-alquilguanina mayores podrían poseer actividades biológicas potentes 
incluyendo citotoxicidad y mutagenia.318 
.k
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Tabla 2.2.19. Coeficiente de correlación, R2, entre parámetros químicos y la 
eficacia biológica. Entre paréntesis se muestra el número de pares de datos 





Células V79 de 
Hámster Chino 
MF SCEIP 
log kalq 0,992 (3) 0,963(4) 
log khid 0,683 (3) 0,924 (4) 
Ea alq
(kJ/mol) 
0,999 (3) 0,922 (4) 
s 0,959 (5*) 0,963(6) 
SNBP 0,991 (5*) 0,924 (4) 
log kn=2 0,816 (6) 0,928 (6) 
*Los isómeros cis y trans 2,3-EB no han sido considerados a la hora de establecer las correlaciones.
Como la formación de aductos N7-alquilguanina no se puede utilizar de 
forma aislada como biomarcador cuantitativo de respuesta mutágena u otros 
procesos biológicos,51 hemos tratado de establecer otras correlaciones: 
1) Se ha observado que existe correlación MF/kn=2 ( figura 2.2.13 f). Aunque
es pobre, su existencia revela la importancia de la formación de O-aductos
sobre los efectos biológicos de los epóxidos estudiados en este trabajo
(aunque los O-aductos son productos minoritarios en la alquilación del
ADN o sus bases por oxiranos, son lesiones promutágenas, con mayor
potencial mutágeno que los aductos N7-alquilguanina).51
2) Dadas las fuertes correlaciones existentes MF/s and MF/SNBP (figura
2.2.13 c y d), la proporción de aductos N7-/O6-alquilguanina también
debe ser considerada como factor significativo.
3) El bajo grado de correlación MF/khid apoya la validez del modelo de
Hakura, ya que la reacción de hidrólisis no se encuentra involucrada en la
modificación del sitio reactivo del ADN.
4) Finalmente, se han obtenido buenas correlaciones entre todos los
parámetros químicos, incluida kn=2 (figura 2.2.13 y tabla 2.2.19) y SCEIP
en células V79 de hámster Chino, organismo más cercano al ser humano.
Este hecho no hace más que apoyar las conclusiones extraídas utilizando
MF en Schizosaccharomices pombe.
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Figura 2.2.13. Correlaciones entre parámetros químicos a) kalq, b) khid, c) Ea alq, d) kn=2, e) 
s y f) SNBP y la Frecuencia de Mutación (MF) en Schizosacharomices pombe (○, - - -) y la 
potencia de inducción de SCE (SCEIP) en células V79 de hámster Chino (●, ---). 
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2.2.4 Conclusiones 
1. La reacción de alquilación de 4-(p-nitrobencil)piridina (NBP) por los
epóxidos (EP) óxido de propileno (PO), 1,2-epoxibutano (1,2-EB), cis-2,3-
epoxibutano (cis-2,3-EB) y trans-2,3-epoxibutano (trans-2,3-EB) da lugar a
la formación de los correspondientes aductos NBP-EP a través de un
mecanismo SN2.
2. En el mecanismo global intervienen otras dos reacciones concurrentes: i)
las hidrólisis de EP y de los aductos NBP-EP. La reacción más favorecida
es la de alquilación y la de hidrólisis de aductos la menos significativa.
3. El potencial alquilante disminuye en el siguiente orden: PO>1,2-EB>>cis-
2,3-EB~trans-2,3-EB.
4. La reacción de hidrólisis de los epóxidos también debe ser tenida en
cuenta para la comprensión de la actividad biológica de estas especies
químicas.
5. La fracción de agente alquilante que forma aducto, f, y la vida del aducto,
AL, permiten una buena comprensión, incluso en términos
semicuantitativos, de la reactividad de los epóxidos y de su actividad
biológica.
6. Las buenas correlaciones encontradas entre la reactividad química
(parámetros cinéticos) de los epóxidos y su actividad biológica sugieren
que la reacción de alquilación del ADN por epóxidos y la relación de
aductos N7-/O6- alquilguanina están directamente relacionados con su
mutagenia in vitro.
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“Tutte le verità sono facili da capire una volta che sono state rivelate. 
Il difficile è scoprirle” 
Galileo Galilei 
2.3.1 Antecedentes 
2.3.1.1 Epóxidos aromáticos estudiados 
Los epóxidos aromáticos elegidos para su estudio, son derivados para-sustituidos 
del óxido de estireno: óxido de estireno (SO), óxido de p-nitroestireno (pNSO), 
óxido de p-cloroestireno (pClSO), y óxido de p-bromoestireno, (pBrSO) (figura 
2.3.1). 
SO pNSO pClSO pBrSO 
Figura 2.3.1. Estructuras de los epóxidos aromáticos objeto de estudio. 
2.3.1.2 Usos y exposición 
Los óxidos de estireno son utilizados en la producción de los correspondientes 
glicoles y derivados. Se emplean como intermedios químicos en la fabricación de 
polímeros, cosméticos y compuestos de uso agrícola y biológico. Son también 
intermedios sintéticos en la preparación de moléculas bioactivas,319 entre las que se 
encuentran fármacos antiarrítmicos, antianginosos, antibacterianos y 
antileucémicos.319-321 Los siguientes óxidos de estireno se han propuesto como 
2.3. Estudio cinético de la alquilación de moléculas modelo del ADN por óxidos de estireno 
 
118 
intermedios en la síntesis de fármacos: pClSO, para la síntesis de eliprodil –con 
propiedades neuroprotectoras–322 y pNSO, para obtener Nifenalol® –antianginoso 
y antiarrítmico–.239,323 En su síntesis se utilizan generalmente epóxido hidrolasas, 
tanto por su acción catalítica como por su capacidad para producir altos excesos 
enantioméricos.215,302,324-328 El pNSO se utiliza mayoritariamente para investigar el 
mecanismo de acción de estas enzimas ya que en ausencia de las mismas, aquél se 
hidroliza muy lentamente.301,302,329,330 
 El óxido de estireno es uno de los epóxidos más utilizados. Se emplea en 
perfumería como material de partida para la producción de 2-feniletanol (agua de 
rosas). También se utilizan pequeñas cantidades para mejorar la estabilidad de 
fluidos hidraúlicos, en el tratamiento de fibras y tejidos, productos de limpieza 
clorados, destilados de petróleo y fluidos dieléctricos.331  
 El amplio uso de los óxidos de estireno, particularmente del SO, hace que 
la exposición del ser humano a los mismos sea considerable.  
 La exposición ambiental a SO transcurre generalmente por contacto con 
agua o aire contaminado. Aunque en menor medida, también puede ocurrir por 
ingesta de alimentos envueltos con polímeros fabricados con SO. Las 
concentraciones de SO resultantes de la migración a alimentos se encuentran en 
torno a 0,02-0,15 µg/kg. La exposición ocupacional a SO ocurre, más 
frecuentemente, en las industrias de producción de caucho, pinturas y productos 
afines.332  
 La exposición indirecta a los óxidos de estireno, tiene lugar por exposición 
a los correspondientes estirenos, utilizados de forma habitual en la fabricación de 
resinas, polímeros y copolímeros.333 El estireno se encuentra presente en 
numerosas bebidas y alimentos. La mayor concentración se ha encontrado en 
canela natural.331 Es significativa la exposición al estireno por contaminación 
medioambiental. En un estudio comparativo sobre las vías de contacto del 




contaminada mientras que las mayoritarias son la inhalación de humo de tabaco 
(400-960 µg/día), aire urbano contaminado y aire interior de espacios cerrados e 
industrias ( 6-1000 µg/dia) (figura 2.3.2).334  
 
Figura 2.3.2. Importancia relativa de las diferentes vías de exposición al estireno.334 
 La exposición ocupacional a SO se produce fundamentalmente por vía 
indirecta por exposición al estireno.331 
2.3.1.3 Reactividad química 
La reactividad química del óxido de estireno y sus derivados se ha investigado con 
frecuencia a partir de mediados del siglo pasado con fines cinético-mecanísticos. 
Muchos mecanismos no elucidados completamente se siguen investigando en la 
actualidad.220,224-226,228,335,336 A partir de los años 60-70 el interés por la reactividad 
se amplió a los estudios que trataban de establecer correlaciones entre la estructura 
o la actividad biológica y la reactividad.53,66,80,81,86,137,139,161,189,337 En las dos últimas 
décadas los estudios sobre los óxidos de estireno se han centrado especialmente en 
su reactividad con las epóxido hidrolasas, para conocer la reactividad de éstas o 
para investigar su uso en la obtención de intermedios quirales.25,215,302,324-328 Tanto 
el óxido de estireno como sus derivados muestran una reactividad particular 
respecto a los epóxidos que no poseen un anillo aromático o un doble enlace 
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conjugado con el anillo. El ataque de los nucleófilos sobre epóxidos aromáticos en 
medio neutro puede transcurrir mediante un mecanismo SN2 sobre la posición 
menos impedida, carbono β del anillo oxiránico, o mediante un mecanismo SN2’ 
sobre la posición más impedida, carbono α (figura 2.3.3). 
 
Figura 2.3.3. Productos α y β obtenidos en la reacción de alquilación de un 
nucleófilo (Nu) por óxidos de estireno. 
 De la consideración de los estados de transición correspondientes a la 
reacción entre un óxido de estireno p-sustituido y un nucleófilo, mediante los dos 
mecanismos de sustitución nucleófila bimolecular posibles, se desprende que la 
naturaleza, dadora o atractora de electrones, del sustituyente en para orienta la 
reacción hacia un determinado mecanismo (figura 2.3.4).220 Un sustituyente 
atractor de electrones retira densidad electrónica del anillo aromático mientras que 
un dador produce el efecto contrario. La des-/estabilización de las cargas parciales 
en el estado de transición por la presencia de los sustituyentes en para determina la 
proporción de aductos α/β que se forma. En el estado de transición 
correspondiente al mecanismo SN2, de las tres cargas parciales que aparecen, sólo 
es necesario considerar las dos localizadas sobre los átomos del anillo oxiránico 
pues se encuentran más cerca del sustituyente (y del anillo aromático). Puesto que 
la carga neta es 0, la carga parcial positiva que aparece sobre el carbono será 
menor, en términos absolutos, que la de signo contrario que aparece sobre el 
oxígeno. Ambas cargas son equidistantes del sustituyente y si éste es atractor de 
electrones estabilizará la carga negativa más de lo que desestabiliza la positiva y, 
por tanto, el estado de transición se verá favorecido por este tipo de sustituyentes. 
Sin embargo, en el estado de transición del mecanismo SN2’ la única carga a 
considerar es la positiva sobre el carbono bencílico y se verá estabilizada por 
grupos dadores de electrones. Por tanto, cuanto más atractor de electrones sea un 
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sustituyente, más favorecerá el mecanismo SN2 frente al SN2’ y cuanto más aceptor 
sea, más favorecido se verá el SN2’. 
Figura 2.3.4. Estados de transición correspondientes a la reacción de pXSO 
con un nucleófilo mediante mecanismos SN2 y SN2’. 
Los halógenos y el grupo nitro son atractores de electrones y sus efectos 
inductivos en el óxido de estireno producen una disminución de la densidad 
electrónica en el sistema π. La sustitución en para del óxido de estireno por grupos 
dadores de electrones estabiliza la carga parcial positiva cuando ésta se encuentra 
sobre el carbono más impedido, Cα.229,338 La secuencia de electrofilia observada 
para una serie de óxidos de estireno p-sustituidos ha sido: 
pBrSO>pClSO>pFSO~SO.338  
La ecuación de Hammett para constantes de velocidad describe el 
comportamiento de un gran número de compuestos aromáticos meta o para 
sustituidos en función de los efectos electrónicos producidos por sus sustituyentes. 
En esta ecuación kx es la constante de velocidad del compuesto aromático con un 
sustituyente X en posición meta o para y kH, la del compuesto aromático no 
sustituido339 que se toma como referencia; σ es un parámetro característico de cada 
sustituyente como dador (σ < 0) o atractor (σ > 0) de carga. Por definición, σ = 0 
para X = H, siendo su valor máximo la unidad. El parámetro ρ es característico de 
una reacción, siendo índice de la sensibilidad de la constante de velocidad a los 
cambios de  sustituyente. Depende de la naturaleza de la reacción, disolvente y 
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temperatura. Por definición, ρ = 1 para la ionización de los ácidos benzoicos en 
agua a 25,0 ºC.340  
Hlog log xk  = k 
(2.3.1) 
Se han establecido otras constantes que se utilizan cuando la presencia de 
p-sustituyentes induce la aparición de una carga en el carbono bencílico o en el 
anillo aromático debido a efectos resonantes. Para los sustituyentes que generan 
cargas positivas, se han definido σ+ y ρ+, y para los que dan lugar a la aparición de 
cargas negativas, σ - y ρ-.340,341 
Al representar los valores de log (kx/kH) para las reacciones de una serie de 
compuestos aromáticos meta o para sustituidos con un nucleófilo, frente a los de la 
constante σ de Hammett, la pendiente ρ, como consecuencia de su propia 
definición, aporta información muy útil sobre el mecanismo de reacción: el signo 
positivo de ρ indica que los grupos atractores de electrones aceleran la reacción y,  
si es negativo, que la reacción es favorecida por grupos dadores de electrones. 
La pendiente ρ encontrada al estudiar la reactividad de óxidos de estireno 
p-sustituidos con distintos nucleófilos (agua,238 alcoholes,229,238 iones hidróxido,238 
iones metóxido,238 bencilamina,220 piridina80 y posición N7 de la guanosina53) 
presenta signos contrarios para las reacciones en los carbonos α y β. Generalmente 
es positiva cuando la reacción se produce en la posición β, y negativa cuando tiene 
lugar en la posición α. Ello indica que el ataque del nucleófilo en β se ve 
favorecido por grupos atractores de electrones que estabilizan la aparición de carga 
negativa en el átomo de oxígeno situado sobre el carbono bencílico en el estado de 
transición. Lo contrario sucede cuando la reacción transcurre en la posición α: son 
grupos dadores de electrones los que estabilizan la aparición de una carga positiva 




2.3.1.3.1 Reacción de hidrólisis 
Como ocurre con los epóxidos en general, la hidrólisis de los óxidos de 
estireno p-sustituidos, transcurre a través de tres mecanismos en función del pH 
(véase apartado 2.1.3.3.2 pág. 56). La tabla 2.3.1 resume los valores de las 
constantes de velocidad de hidrólisis encontrados por Blumenstein et al.238 para los 
tres mecanismos. 
 
Tabla 2.3.1. Constantes de velocidad para las reacciones de hidrólisis de 
óxidos de estireno p-sustituidos en disolución acuosa a 25,0 ºC.238 
 
p-sustituyente 










-OCH3 (1,10  0,04)·10
4
 (3,00  0,09)·10
-3
 - 
-CH3 (4,89  0,09)·10
2
 (2,07  0,04)·10
-5
 1,62  0,05 
-H 26,6  0,9 (4,2  0,2)·10
-6
 1,22  0,09 
-Cl 8,4  0,2 (3,1  0,1)·10
-6
 1,14  0,05 
-NO2 (3,4  0,4)·10
-3
 (6,2  0,6)·10
-7
 1,0  0,1 
 
 Los productos mayoritarios de la reacción de hidrólisis para la mayoría de 
los óxidos de estireno p-sustituidos son los correspondientes glicoles.238 El ataque 
del agua sobre los óxidos de estireno puede producirse en cualquiera de las dos 
posiciones del anillo oxiránico, siendo indistinguibles los dos productos formados 
salvo que se utilice alguna técnica específica. Utilizando marcaje isotópico, se ha 
comprobado que la reacción de hidrólisis en medio básico se produce a través de 
los dos carbonos en diferentes proporciones. Los resultados obtenidos en el 
trabajo de Blumenstein et al. a este respecto se recogen en la tabla 2.3.2. 
 
Tabla 2.3.2. Rendimientos relativos de los dioles formados por adición de 
hidróxido, H18O-, a los carbonos α y β de varios óxidos de estireno y las 









104k α OH- 
(M-1s-1) 
104k β OH- 
(M-1s-1) 
-CH3 67 33 1,09 0,53 
-H 51 49 0,62 0,60 
-Cl 39 61 0,44 0,70 
Resultados determinados por análisis de los espectros de masas con KOH en agua marcada isotópicamente. 
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2.3.1.3.2 Reacciones de alquilación 
 En las reacciones entre diversos óxidos de estireno sustituidos y 
nucleófilos, los productos de reacción y sus propiedades, así como las velocidades 
de reacción, varían notablemente con los sustituyentes.226 Laird y Parker 
estudiaron la reacción entre diferentes óxidos de estireno p-sustituidos y 
bencilamina en etanol encontrando que la reacción transcurre mediante un 
proceso bimolecular, tanto para la reacción en la posición α como en la β del anillo 
oxiránico.220 Los elevados valores (de signo negativo) encontrados para las 
entropías de activación, son acordes con un mecanismo de ese tipo (tabla 2.3.3). 
Al comparar las constantes de velocidad encontradas para la serie de óxidos de 
estireno concluyeron que la constante de velocidad del ataque en posición α es 
mayor para óxidos de estireno p-sustituidos con sustituyentes dadores de 
electrones que para los que poseen grupos atractores de electrones. La constante 
de reacción de Hammett asociada a la reacción a través de Cα es negativa (ρα = -
1,15). Contrariamente, la constante de velocidad correspondiente al ataque en el 
carbono β es mayor para los óxidos de estireno que poseen sustituyentes 
atractores de electrones y menor para dadores de electrones. La constante de 
reacción de Hammett asociada es positiva (ρβ = +0,87).220 Esta misma tendencia 
fue encontrada por Rosman et al. al estudiar las reacciones de alquilación de NBP 
por una serie de óxidos de α-metilestireno p-sustituidos, que reaccionaban 
exclusivamente a través de la posición β105 y por Tamura et al. para la reacción 
entre óxidos de estireno p-sustituidos y piridina.80  
 Al estudiar la influencia del disolvente en la reacción de alquilación de SO 
por bencilamina, Parker et al. observaron que las constantes de velocidad de 
alquilación en los carbonos α y β del anillo oxiránico difieren sustancialmente al 
utilizar diferentes disolventes, particularmente entre disolventes apróticos (hay que 
tener en cuenta que en este tipo de disolventes, con la apertura del anillo aparece 
una carga negativa sobre el átomo de oxígeno que, en ausencia de protones, no es 




disolventes próticos como apróticos las constantes de velocidad aumentaban con 
la constante dieléctrica del medio. Sin embargo, en disolventes próticos, la relación 
kalqα /kalq es independiente de la constante dieléctrica.225 
 
Tabla 2.3.3. Proporción de aductos α/β formados por alquilación de diferentes sustratos 
por óxidos de estireno p-sustituidos. Constantes de velocidad y parámetros de activación 

















β α β α β α 
-CH3 -0,17 46:54 55:45 2,74 3,37 54,8 54,8 157,4 156,2 
-C4H9 -0,16 46:54 - - - - - - - 
-C6H6 -0,01 40:60 - - - - - - - 
-H 0,00 39:61 22:78 4,90 1,38 54,0 65,3 156,2 129,4 
-Cl 0,227 23:77 20:80 4,74 1,21 - - - - 
-Br 0,232 - 19:81 7 1,66 42,3 53,6 190,5 165,8 
-NO2 0,78 9:91 - - - - - - - 
a : Ref.80 ;Técnica espectroscopía RMN. Acetona/tampón fosfato; pH = 6; T = 60,0 ºC; b : Ref. 220 ; T  =  40,0 ºC.  
 
2.3.1.3.3 Alquilación de moléculas biológicas 
Debido a la gran reactividad del anillo oxiránico, los óxidos de estireno 
forman aductos con centros nucleófilos de macromoléculas presentes en las 
células (glutatión, proteínas -hemoglobina y albúmina- y ácidos nucleicos, entre 
otros), lo que puede dar lugar a efectos biológicos. La reacción de los óxidos de 
estireno con macromoléculas biológicas forma parte del metabolismo tanto de los 
estirenos como de los correspondientes epóxidos (figura 2.3.5).  
La presencia de grupos atractores en posición para facilita la activación 
biológica de los estirenos para formar los epóxidos correspondientes aumentando 
la probabilidad de reacción de estos últimos con macromoléculas biológicas.338 En 
una serie de estirenos p-sustituidos se ha encontrado que el índice de bioactivación 
para producir los óxidos de estireno disminuye en el siguiente orden: pBrSO > 
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pClSO > pFSO > SO. Las constantes de velocidad de reacción de los epóxidos 
con proteínas, determinadas a partir de la reacción con cisteamina, siguen la misma 
secuencia.338  
 
Figura 2.3.5. Metabolismo de los óxidos de estireno p-sustituidos, pXSO.253,338 
Sobre la reacción de los óxidos de estireno con ácidos nucleicos, 
particularmente con el SO, hay abundante bibliografía,255,270,342 destacando el 
trabajo realizado por Hemminki et al. sobre la reactividad del óxido de estireno 
frente a distintos nucleófilos entre los que se encuentran el agua, NBP y proteínas, 
además de los ácidos nucleicos y sus bases.38,104,185,251,262,343 Al estudiar la reacción 
de SO con ADN in vitro se comprobó que, a pesar de que la reacción tiene lugar en 
diferentes posiciones de las bases citosina, adenina y guanina, la reacción 
mayoritaria es la de formación de aductos N7-alquilguanina.251,343 La tabla 2.3.4 
recoge los valores de las constantes de alquilación de ADN por diferentes 
epóxidos y el índice de enlace covalente (CBI) con la posición N7, indicador del 
nivel de aductos N7-alquilguanina por unidad de dosis de exposición (utilizado en 
numerosas ocasiones para comparar la capacidad alquilante de diferentes 
carcinógenos químicos sobre macromoléculas in vivo). Las constantes de velocidad 
de reacción, son similares para SO y ECH. Sin embargo, PO y EO muestran un 
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valor de CBI mucho mayor, lo que se ha tratado de explicar admitiendo una mayor 
velocidad de detoxificación del SO.251 
Tabla 2.3.4. Reactividad química de los epóxidos con la posición N7 
de la guanina de ADN y los correspondientes CBI para el ADN del 
hígado de ratas y ratones tras exposición intraperitoneal.251 
Epóxido 
104kADN (7-guanina) 
(l/g ADN h-1) 
CBI* 
EO 0,96 11 
PO 0,25 0,6 
ECH a 0,6 0,2 
SO 0,18 0,2 
a: ECH, epiclorohidrina.* nmol 7-guanina/mol nucleótido por µmol compuesto /kg peso corporal 
Al investigar los productos de alquilación de guanosina con óxidos de 
estireno p-sustituidos (pBrSO, pCH3SO y SO) en disolución acuosa se ha 
comprobado que la reacción transcurre en tres centros nucleófilos, N7, N2 y O6, y 
que los productos formados dependen del sustituyente. Al reaccionar en la 
posición N7 forman aductos α y β, a través de un proceso bimolecular. La 
apertura del anillo, cuando la reacción se produce en las posiciones N2 y O6, ocurre 
a través del ataque en la posición α (cuando se forma el aducto en la posición O6 se 
produce posteriormente el reordenamiento que da lugar a la formación del aducto 
β) y los mecanismos involucrados tienen un mayor caracter iónico. El carácter 
iónico del sustrato (pBrSO < SO < pCH3SO) determina consecuentemente la 
proporción de aductos α/β y las posiciones preferentes de reacción en la 
guanosina (tabla 2.3.5). El pBrSO alquila mayoritariamente la posición N7 (83% de 
los productos totales) y el pCH3SO la posición N2 (66%).253  
En el estudio de la reacción de alquilación de una serie de óxidos de 
estireno con desoxiguanosina en etanol se ha comprobado que los óxidos de 
estireno reaccionan a través de los carbonos α y β mayoritariamente con N7 de la 
desoxiguanosina. El análisis de los productos se realizó transcurridas 22 horas de 
reacción a 37,0 ºC. La proporción de aductos N7-alquildesoxiguanosina α/β 
obtenida para el óxido de estireno resultó ser 33:67,53 mientras que con la 
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guanosina en medio acuoso se ha obtenido una proporción de 40:60.253 La 
diferencia en las proporciones encontradas podría deberse, entre otros factores, a 
la utilización de distintos disolventes.225 En la reacción del óxido de estireno con 
ADN doble hebra aunque también se detectaron otros aductos minoritarios, el 
principal producto resultó ser el aducto 7-alquilguanina, con una proporción entre 
las constantes de segundo orden de formación de aductos N7-alquilguanina α/β de 
42:58.262 La proporción de aductos obtenida es muy similar a la obtenida con 
guanosina en medio acuoso.  
Tabla 2.3.5. Proporción de aductos α/β N7-alquilguanina y porcentaje de aductos 
formados respecto al total de aductos en la reacción de óxidos de estireno p-
sustituidos, pXSO con guanosina y desoxiguanosina.  
p-sustituyente 
Guanosinaa Desoxiguanosinab 




-OCH3 - - - - - - 
-CH3 59:4
1
11 16 66 7 - 
-H 40:6
0
49 32 13 6 33:67 
-Br 26:7
4
66 17 13 4 15:85* 
-Cl - - - - - 14:86* 
-NO2 - - - - 2:98* 
a :Ref.253; pH = 7; Tampón Tris-HCl; T = 37,0 ºC; t = 24 hrs. b : Ref .53; 50% etanol; T = 37,0 ºC; t  =22hrs. 
*Valores interpolados/extrapolados utilizando la ecuación de Hammett.
2.3.1.4  Parámetros químicos 
Los únicos parámetros químicos encontrados en la bibliografía con vistas a 
correlacionar actividad química y biológica de los óxidos de estireno, son las 
constantes de alquilación e hidrólisis, recopiladas en los apartados anteriores. Sólo 
se han encontrado para el SO valores de kn=2 = 1,7·10-2 M-1s-1 y s = 0,81 para la 
reacción global y no para las reacciones en los carbonos α y β.10  
2.3.1.5   Efectividad biológica 
La principal consecuencia de la alquilación de la posición N7 de la guanina es la 




genera un centro apurínico en el ADN. Cuando la ADN polimerasa encuentra este 
tipo de lesiones generalmente añade adenina, produciéndose transversiones GC-
TA, aunque puede añadir otras bases y producir otras mutaciones por sustitución 
de pares de bases.51,251 Tanto el óxido de estireno como sus derivados p-sustituidos 
son compuestos mutágenos para cepas de bacterias que detectan la sustitución de 
pares de bases, pero no para aquellas que detectan desplazamientos del marco de 
lectura.344  















+      53,344 
-CH3 + + + +    53,80,81 
-H + + + + + + + 103,270 
-Cl +       80,270 
-Br + + +     53,81,271 
-NO2 +   +    80 
a: Ref.189. Los test se han rehalizado con cultivos de linfocitos en sangre.  
 El SO es un mutágeno mucho más potente (unas 17 veces mayor) que PO 
en Salmonella Typhimurium y E. Coli,103 siendo aproximadamente la mitad que 
pClSO y pBrSO (la presencia de grupos atractores de electrones ha demostrado 
aumentar el potencial mutágeno en otros epóxidos).80,270,271,273 Los óxidos de 
estireno son, por tanto, mutágenos más potentes que el PO. Algunos óxidos de 
estireno han demostrado ser mutágenos para otras bacterias como Klebsiella 
Pneumoniae, (K. Pneu. tabla 2.3.6) y para la cepa V79 de células de pulmón de 
Hámster Chino.337 También se ha comprobado que algunos óxidos de estireno y 
éteres glicídicos p-sustituidos pueden producir intercambio de cromátidas 
hermanas.189 Se sabe que la capacidad de inducción depende del sustituyente, 
disminuyendo para los grupos dadores de electrones:-NO2 >-Cl >-H.279 
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 El óxido de estireno produce mutaciones puntuales en levaduras, daño 
cromosómico en plantas y mutaciones recesivas letales en Drosophila melanogaster. 
En estudios con células de mamíferos se ha observado que induce mutaciones 
puntuales, aberraciones cromosómicas, intercambio de cromátidas hermanas y 
síntesis incontrolada de ADN (tabla 2.3.6).344 
2.3.1.6   Correlaciones reactividad química-actividad biológica 
 En 1979 Hemminki y Falck estudiaron la reactividad de una serie de 
epóxidos (SO incluido) con 4-(p-nitrobencil)piridina, y su mutagenia en Salmonella 
Typhimurium TA100 y E. Coli, encontrando una correlación semicuantitativa entre 
ellas.103 En 1981 se investigó la posibilidad de una correlación entre las velocidades 
de alquilación de NBP y guanosina.104 Además de la velocidad de alquilación, se 
midió la velocidad de hidrólisis del óxido de estireno y de tres compuestos 
análogos: 3,5-dimetilestireno (DMSO), pCH3SO y p-nitroestireno (pNSO). Se 
encontró una buena correlación semicuantitativa entre las velocidades de hidrólisis 
de los compuestos y de alquilación de NBP. La reactividad disminuía en el 
siguiente orden: pCH3SO > DMSO > SO > pNSO. Sin embargo, las secuencias 
de reactividad de los epóxidos con guanosina resultaron ser muy diferentes: SO > 
pCH3SO > DMSO. Para el pNSO no se observó reacción con la guanosina. De 
este modo no se encontró correlación entre reactividad con la NBP, con el agua y 
con la guanosina. Es necesario tomar con cautela las conclusiones de este estudio 
porque no tiene en cuenta ni los coeficientes de absorción molar de cada uno de 
los aductos ni posibles reacciones concurrentes.  
 Aunque diversos trabajos han tratado de establecer los factores que 
determinan la mutagenia de los óxidos de estireno aún no se han conseguido 
discernir con claridad. Sugiura et al. determinaron la mutagenia de algunos 
derivados del óxido de estireno en Salmonella typhimurium TA100 y en E. coli 
WP2uvrA, encontrando una aceptable correlación lineal de la mutagenia con los 
valores de la constante σ de Hammett. También estudiaron la correlación 
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mutagenia /reactividad utilizando como reacción de referencia la de bencilamina 
en etanol (50% vol.). Los resultados sugirieron que la mutagenia estaba relacionada 
con la constante de velocidad de formación de los aductos α, pero no con la 
constante de alquilación global o con la de la posición β. Aunque encontraron 
correlación de la mutagenia con las constantes de reparto, parecía que la llegada al 
sitio de reacción en la célula no era una etapa limitante que determinase la 
mutagenia de los compuestos.81,270 En 1981 Sugiura y Goto ampliaron el estudio 
investigando la correlación entre mutagenia y reactividad con desoxiguanosina.53 
Los resultados reforzaron la conclusión de que la capacidad mutágena no depende 
exclusivamente de la cantidad de aductos formados, sino que varía con la 
estructura de los mismos. No se encontraron correlaciones entre mutagenia y 
constantes de alquilación globales pero sí con las constante de velocidad de 
formación de los aductos α. Los resultados apoyaban los estudios precedentes. 
Tamura et al. en 1982 realizaron un estudio similar con piridina como sustrato y la 
mutagenia sobre Salmonella Typhimurium TA100.80 Los resultados confirmaron que 
la mutagenia dependía de la reactividad del carbono α, pero también sugirieron 
que la reactividad no parecía ser un factor tan importante como el volumen 
molecular o el carácter hidrófobo. En 1986 Rosman et al. centraron su atención en 
la reactividad y capacidad mutágena de óxidos de α-metil estireno con diferentes 
sustituyentes en la posición para del anillo bencénico.105 Estos compuestos sólo 
reaccionaban con piridina a través del carbono β del anillo oxiránico, lo que 
permitía profundizar en el papel de la reacción en la posición β en la mutagenia de 
los óxidos de estireno. El volumen molecular mostró ser el factor más importante. 
Todos los α-metil óxidos de estireno salvo el p-bromo, mostraron mutagenia 
mayor o comparable a la del óxido de estireno, lo que induce a pensar que la 
reactividad en la posición β, sí que tenga algún papel en la mutagenia de los óxidos 
de estireno, en contradicción parcial con los resultados obtenidos previamente.  
Las contradicciones apuntadas podrían deberse a que en trabajos en los que 
se ha obtenido correlación entre mutagenia y reactividad en la posición α, se han 
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utilizado compuestos con caracteres hidrófobos muy dispares. Como este factor ha 
demostrado ser el más influyente sobre la mutagenia, tratar de establecer 
correlaciones directamente con la reactividad, ofrece escaso crédito, siendo 
necesario tomar con cautela las conclusiones obtenidas. 
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2.3.2 Óxido de p-nitroestireno 
Se ha incluido en este punto la reacción de alquilación de la NBP por óxido de p-
nitroestireno, después de investigar la reactividad de los epóxidos lineales y antes 
de iniciar el estudio de otros óxidos de estireno, por ser un compuesto que puede 
servir como puente en el estudio realizado para ambas series. Aunque el pNSO es 
similar estructuralmente al resto de óxidos de estireno objetos de estudio, su 
reactividad cabe esperar que sea semejante a la de los epóxidos lineales. A 
diferencia del resto de óxidos de estireno, que reaccionan con nucleófilos a través 
de los dos carbonos del anillo oxiránico, se sabe que el pNSO reacciona 
mayoritariamente (>90%) con nucleófilos similares a la NBP a través del carbono 
β del anillo oxiránico.53,80,337  
2.3.2.1  Método y materiales 
2.3.2.1.1 Método experimental 
2.3.2.1.1.1 Estudio de la reacción de alquilación de NBP por pNSO 
Esquema 2.3.1. Seguimiento de la reacción de alquilación de NBP por pNSO. 
El seguimiento cinético de la alquilación de NBP por pNSO que conduce 
a la formación del aducto NBP-pNSO se ha hecho mediante medidas de la 
absorbancia en = 560 nm, longitud de onda del máximo de absorbancia de AD y 
donde no absorben ni los reactivos ni el glicol (figura 2.3.6). Como los aductos 
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NBP-EP (véase pág. 81), el aducto NBP-pNSO es incoloro (ADin). La adición de 
trietilamina da lugar a la desprotonación de ADin y aparición del aducto coloreado 
AD (esquema 2.3.1). 
 El método experimental es análogo al realizado para estudiar las 
reacciones de alquilación de NBP por EP (véase  apartado 2.2.2.1 pág. 81). 
 (nm)











Figura 2.3.6. Espectrogramas obtenidos en el 
seguimiento de la formación del aducto pNSO-NBP. 
 
- Seguimiento de la alquilación mediante HPLC 
El estudio espectrofotométrico de la reacción de alquilación se complementó con 
su estudio cromatográfico por separación mediante HPLC con detector de red de 
diodos. La separación de los componentes de la mezcla de reacción –NBP, pNSO, 
p-nitroestirenglicol (pNSG) y el aducto NBP-pNSO– se hizo con una columna 
Mediterranean Sea C18 (25 mm \ 1 mm, 5 mm) utilizando como fases móviles A 
(tampón acetato pH = 4,75 y 0,10 M) y B (acetonitrilo). El gradiente utilizado fue 
10% B durante 5 minutos, con aumento durante 8 minutos hasta 16% B, un 
posterior aumento hasta 80% B durante 1 minuto, mantenido durante 14 minutos. 
La velocidad de flujo fue 1 ml·min-1. El volumen de la mezcla de alquilación 
inyectado fue 200 µl.  
a) 
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2.3.2.1.1.2 Estudio de la reacción de hidrólisis de pNSO 
Para estudiar la hidrólisis del pNSO se procedió de la forma siguiente: a una cubeta 
con 3 ml del medio de reacción (H2O+HClO4+dioxano) termostatada a la 
temperatura deseada, se le añaden 20 µl de la disolución madre del epóxido (4,4-
4,8 ·10-3 M en dioxano). El instante de la adición se considera tiempo cero, t = 0. 
La velocidad de hidrólisis se siguió espectrofotométricamente hasta no observar 
variación de absorbancia (figura 2.3.7).  
t (min)














Figura 2.3.7. Perfil cinético de la reacción de hidrólisis 
de pNSO en agua. T = 37,5 ºC; [pNSO]o= 4,93·10
-5 M; 
pH = 2,96; λ = 310 nm. 
No se encontró una longitud de onda a la que absorbieran exclusivamente 
el epóxido o el glicol. Por eso se monitorizó la variación de absorbancia a λ = 310 
nm, donde la diferencia de los coeficientes de absorción molar era suficiente para 
realizar el seguimiento de la reacción. 
El estudio espectrofotométrico de la reacción de hidrólisis se 
complementó con los resultados obtenidos por separación de pNSO y pNSG 
mediante HPLC con detector de red de diodos. La separación se llevó a cabo con 
una columna Mediterranean Sea C18 (25 mm \ 1 mm, 5 mm) utilizando como 
fases móviles A (tampón acetato pH = 4,75 y 0,10 M) y B (acetonitrilo). El 
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gradiente utilizado fue 35% B durante 5 minutos, con aumento durante 10 
minutos hasta 90% B y que fue mantenido durante 20 min. La velocidad del flujo 
fue fijada a 1 ml ·min-1. El volumen de la mezcla de hidrólisis inyectado fue 200 µl.  
2.3.2.1.1.3 Estudio de la formación del aducto guanosina-pNSO 
Para estudiar la formación del aducto guanosina-pNSO se preparó la siguiente 
mezcla de reacción: guanosina (9,6·10-4 M) y pNSO (1,1 mM) en agua:dioxano 4:1 
(v:v). Se utilizó tampón acético/acetato para mantener constante el pH (0,02 M; 
pH 3,99). La reacción se llevó a cabo a 45,0 ºC y se siguió durante 5 días. Se 
tomaron alícuotas de la mezcla de reacción a diferentes tiempos. Sus componentes 
se separaron mediante HPLC. Se utilizaron dos eluyentes: eluyente A (formiato de 
amonio 20 mM, pH 4,6) y B (acetonitrilo) con una velocidad de flujo de 0,2 ml 
min-1. El gradiente utilizado fue: inicalmente 100% de A, seguido por un aumento 
en la proporción de B hasta alcanzar el 50%, este gradiente se mantuvo durante 5 
minutos y se aumentó posteriormente la concentración hasta 100% de B durante 1 
minuto. La detección se llevó a cabo mediante detector de red de diodos, 
monitorizando la variación de absorbancia en la región UV.  
2.3.2.1.1.4 Materiales 
2.3.2.1.1.4.1 Reactivos generales 
Ácido acético glacial, hidróxido sódico (lentejas), ácido perclórico (60%) y 1,4-
dioxano son Panreac (Barcelona). 
Se ha utilizado agua desionizada en un equipo Wasserlab Ultramatic-
ecomatic.  
2.3.2.1.1.4.2 Reactivos específicos 
Los reactivos guanosina (98%), (R)-pNSO y (S)-pNSO (99%), 4-(p-
nitrobencil)piridina (98%) y trietilamina (99%) eran Sigma-Aldrich (Steinheim, 
Alemania). 
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2.3.2.1.1.5 Equipos de trabajo 
Para llevar a cabo el seguimiento cinético de la alquilación de NBP, se ha utilizado 
un espectrofotómetro Shimadzu UV-2401-PC de doble haz con portacubertas 
CSP-240-A y seis celdas termostatadas mediante sistema Peltier. Para realizar las 
medidas de absorbancia se han manejado cubetas de cuarzo Hellma 110QS de 1 
cm de paso óptico. 
 Las medidas de pH se han realizado con pH-metros Crison Micro pH2000 
y Metrohm 827 pH lab. 
 El equipo de HPLC, Waters Alliance 2795, estaba equipado con una 
columna C-18 (Atlantis 100 \ 2,1 mm, 3,5 mm).  
 Para mantener constante la temperatura de las mezclas (± 0,04 ºC) se han 
utilizado termostatos Lauda Ecoline Re 120.  
 Los cálculos computacionales se llevaron a cabo utilizando Gaussian03W. 
Las barreras de energía se obtuvieron por optimización de las geometrías de los 
reactivos y de los estados de transición con nivel de teoría DFT, funcional híbrido 
B3LYP y base 6-31++G(d,p) y las estructura por análisis de armónicos. La 
implementación IEFPCM se utilizó para modelar los efectos de la solvatación.  
 Los espectros de masas de iniciación por electrospray tanto en modo 
positivo como negativo fueron obtenidos mediante inyección directa en un 




2.3.2.2   Resultados y discusión 
2.3.2.2.1 Formación del aducto guanosina-pNSO 
No se ha encontrado en la bibliografía información sobre la reacción de 
alquilación del ADN por pNSO y aunque la reacción de alquilación utilizando 
guanosina como sustrato ha sido investigada previamente,104 no se observó 
formación del aducto guanosina-pNSO. Por eso, antes de investigar la reacción 
entre pNSO y NBP, se ha estudiado la formación del aducto con guanosina. Se 
analizó la mezcla de reacción preparada como se ha descrito en 2.3.2.1.1.3. Tras la 
separación mediante HPLC, el espectro de masas obtenido para el compuesto 
correspondiente a un tiempo de retención tR = 8,83 min, reveló la formación del 
aducto pNSO-guanosina. El pico con relación m/z = 431.2 se corresponde con el 
fragmento del aducto con pérdida de una molécula de agua ([M-H+]-H2O). 
 
Figura 2.3.8. Espectro de masas en modo positivo 
para el pico obtenido del cromatograma de la mezcla 
de reacción pNSO+guanosina, con tR=8,83 min. 
 Considerando el carácter electrófilo del pNSO, la formación de aductos 
con la guanosina, su reactividad con NBP y piridina y la reactividad de epóxidos 
similares con el ADN (tablas 2.3.4 y 2.3.5), es previsible que el pNSO reaccione 
con el ADN y alquile mayoritariamente la posición N7 de la guanosina.  
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2.3.2.2.2 Mecanismo de reacción 
En general, la reacción de un nucleófilo con epóxidos de arilo puede tener lugar en 
los dos carbonos del anillo oxiránico, α y β. Con distintos nucleófilos se ha 
comprobado que el pNSO produce mayor proporción de aducto β que de aducto 
α.238,345 Esta proporción alcanza 91% con piridina como nucleófilo (60,0 ºC)79  y 
98% con desoxiguanosina a 37,0 ºC, manejando el valor extrapolado del trabajo de 
Sugiura et al.53,270 Puede preverse pues, que la NBP reaccione mayoritariamente a 
través del carbono menos impedido del anillo oxiránico, Cβ. Por ello, se propone 
un mecanismo análogo al de alquilación por epóxidos lineales (esquema 2.3.2).  
 
 Al estudiar la reacción de alquilación de NBP por óxido de p-nitroestireno 
es necesario tener en cuenta además de la reacción de alquilación propiamente 
dicha, las reacciones de hidrólisis del epóxido y del aducto formado. Los perfiles 
cinéticos obtenidos son típicos de reacciones consecutivas, acordes con el 
mecanismo propuesto.  
Esquema 2.3.2. Mecanismo propuesto para la reacción de alquilación de NBP por pNSO. 
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 De acuerdo con el mecanismo propuesto, la ecuación de velocidad de 
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 (2.3.2) 
 Se trabaja siempre con exceso de NBP (pseudoprimer orden). Como 
puede observarse (figura 2.3.9), los perfiles cinéticos obtenidos para la reacción de 
alquilación de NBP por pNSO muestran un excelente ajuste a la ecuación de 
velocidad (Ec.(2.3.2)), lo que apoya el mecanismo propuesto. 
t (min)















Figura 2.3.9. Perfiles cinéticos de la formación del aducto NBP-
pNSO en medios de diferente acidez. Ajustes (-) y valores 
experimentales. 7:3 medio agua:dioxano; T = 37,5 ºC; [pNSO]o 
= 4,93·10-5 M; pH= 4,43 y [NBP]o = 1,29·10
-2 M (□); pH = 6,14 
y [NBP]o = 1,56·10
-2 M (■). 
 
2.3.2.2.2.1 Órdenes de reacción 
La expresión utilizada para obtener los órdenes parciales de reacción respecto de la 
concentración de NBP y pNSO es la expresión logarítmica de la velocidad inicial 
de formación del aducto, vo, en términos de absorbancia (Ec. (2.3.3)) equivalente a 
la ecuación (2.2.14). 
2.3. Estudio cinético de la alquilación de moléculas modelo del ADN por óxidos de estireno 
 
142 
   

 
    
 
AD
o alq o o0
log( ) log lim log  log NBP  log NSO
t
A




 En la figura 2.3.10 se muestran los valores experimentales obtenidos al 






































Figura 2.3.10. Orden de reacción parcial respecto de la concentración de: a) NBP, n 
([pNSO]o = 3,9·10
-4 M); y b) pNSO, m ([NBP]o = 1,54·10
-2 M); para la reacción de 
alquilación de NBP por pNSO. Medio 7 : 3 agua/dioxano; T = 37,5 °C; pH = 6,97.  
 Se ha comprobado que los órdenes parciales de reacción respecto de la 
concentración de ambos reactivos, NBP y pNSO, son la unidad. Este hecho 
confirma que, al igual que ocurría con los epóxidos lineales, la reacción de 
alquilación de NBP por el pNSO tiene lugar mediante una reacción SN2. 
2.3.2.2.2.2 Identificación de los aductos NBP-EP mediante espectrometría de 
masas 
El aducto NBP-pNSO se ha identificado mediante HPLC-MS. En el espectro de 
masas en modo positivo se ha obtenido el pico correspondiente, m/z = 380,2.  
a) b) 
2.3.2. Óxido de p-nitroestireno 
143
Figura 2.3.11. Espectros de masas en el modo positivo obtenido 
para la reacción de alquilación transcurridos 10 días del inicio de 
































Figura 2.3.12. Perfil cinético obtenido al realizar el seguimiento 
de la variación temporal del área de pico del aducto NBP-pNSO; tR 
= 11,0 min; λ= 254 nm; T = 37,5 ºC; pH = 6,98. 
Se realizó el seguimiento de una cinética por HPLC y se comprobó que en 
el transcurso de la reacción aparecia un pico con un tiempo de retención tR = 11,0 
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min, cuya área aumentaba hasta alcanzar un máximo y posteriormente disminuía. 
El perfil cinético observado se recoge en la figura 2.3.12. Puesto que no se 
observó la aparición de ningún otro pico en el cromatograma a excepción del 
correspondiente al glicol, los resultados obtenidos mediante separación por HPLC 
y detección a λ = 254 nm apoyan el mecanismo de reacción propuesto. 
2.3.2.2.2.4 Resultados in silico utilizando la piridina como nucleófilo 
Se calculó la barrera de energía entre reactivos y estados de transición para la 
reacción de alquilación de piridina con una serie de epóxidos, entre ellos algunos 
de los epóxidos lineales estudiados anteriormente (tabla 2.3.7).  
 
Tabla 2.3.7. Barreras de energía obtenidas in silico 



















Medio agua. n.d.: no detectado 
 La presencia del grupo nitro gobierna la reactividad del pNSO. Para la 
reacción entre el óxido de estireno y la piridina in silico sólo se ha encontrado una 
pequeña diferencia para las barreras de los ataques en las posiciones α y β, 
coherente con la evidencia experimental de la formación de ambos aductos en 
proporciones elevadas.80 En el caso del pNSO la diferencia entre ambos estados de 
transición es muy grande y la formación del correspondiente aducto β se encuentra 
más favorecida. Esa diferencia es similar a la encontrada para la reacción con PO y 
el caso más extremo es el del 1,2-EB, ya que la formación del estado de transición 
correspondiente a la formación del aducto α, en este caso no llega siquiera a 
observarse in silico. La diferencia de ~10 kJ mol-1 encontrada entre el ataque en el 
carbono β y el α para el pNSO (que se traduce en una disminución en la velocidad 
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de reacción de unas 100 veces) sugiere que el ataque de la piridina en el carbono β 
está más favorecida. Las diferencias de energías encontradas explican que el óxido 
de estireno, SO, forme una mezcla de los aductos α y β, mientras que el óxido de 
propileno y el óxido de butileno produzcan sólo aductos β. Por otro lado los 
resultados sugieren la formación mayoritaria del aducto β en la reacción del pNSO 
y la piridina, pudiéndose considerar despreciable la formación del aducto α. Puesto 
que la piridina es un nucleófilo semejante a la NBP, la conclusión se puede 
considerar válida también para la NBP.  
2.3.2.2.3 Estudio cinético de las reacciones involucradas 
2.3.2.2.3.1 Determinación del coeficiente de absorción molar del aducto NBP-
pNSO 
El coeficiente de absorción molar del aducto NBP-pNSO se determinó en λ = 560 
nm (máximo de absorbancia), donde se calcularon previamente los coeficientes de 
absorción molar de los epóxidos lineales. En esa longitud de onda absorbe sólo el 
aducto NBP-pNSO.  
 Para calcular el valor de ε se utilizaron los dos métodos previamente 
descritos para los epóxidos lineales (véanse págs.92-96).  
a) Método de Gillette 
El método de Gillette (pág.94) permite obtener el coeficiente de absorción molar 
de un aducto cuando tiene lugar la reacción de alquilación exclusivamente o dos 
reacciones paralelas, como son la reacción de hidrólisis del pNSO y la reacción de 
alquilación de NBP.  
 Se realizó una serie de experimentos cinéticos variando la concentración 
de NBP en medio 7:3 agua:dioxano y pH = 4,43.  
 La figura 2.3.13.a) muestra los perfiles de las cinéticas programadas para 
determinar el coeficiente de absorción molar. Se observa en todas una meseta bien 
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definida que revela que, en las condiciones de trabajo, la reacción de hidrólisis del 
aducto NBP-pNSO puede considerarse despreciable, es decir, 
AD



































































Figura 2.3.13. a) Cinéticas realizadas a pH ácido, variando la concentración de NBP. 
Valores experimentales (■) y ajuste (-); [NBP]o = (2,8-7,2) ·10
-3 M; b) Obtención del 
coeficiente de absorción molar del aducto NBP-pNSO, ε. Medio 7:3 agua: dioxano; T =37,5 
ºC; [pNSO]o = 4,93·10
-5 M; pH = 4,43. 
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 El valor de ε se obtiene con el inverso de la ordenada en el origen en la 
ecuación (2.3.5). Para el aducto NBP-pNSO ε = (3,7 ± 0,2) · 104 M-1cm-1. 
b) A partir de los parámetros del ajuste 
El valor del coeficiente de absorción molar se puede calcular también sustituyendo 
kalq en el parámetro a del ajuste AAD/t (a = εl kalq [NBP][pNSO]o). Para obtener 
kalq en unas determinadas condiciones, se ajustan los valores de b frente a los de 
a) b) 
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[NBP] (b = kalq[NBP] +khid). La pendiente de la representación se corresponde 





















Figura 2.3.14. Cáculo de ε a partir de los parámetros de ajuste. 
Valores experimentales (■) y ajuste (-). Medio 7:3 agua: dioxano; T = 
37,5 ºC; [pNSO]o = 4,93·10
-5 M; pH = 4,43. 
En las condiciones de trabajo se obtiene la siguiente ecuación de ajuste: 
        6 4 1(1,0 0,1) 10 (2,0 0,2) 10 NBP  sb
(2.3.6) 
A T = 37,5 ºC, kalq = 2,0·10-4 M-1s-1, de modo que: 








La tabla 2.3.8 recoge los valores de a para distintas concentraciones de 
NBP y el valor de ε obtenido para cada experimento.  
El valor medio es ε = 38.000 M-1cm-1, que concuerda perfectamente con el 
obtenido con el método de Gillette. 
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2.3.2.2.3.2 Reacción de alquilación de NBP por pNSO 
Conocido ε, de cada experimento cinético puede obtenerse kalq a partir de la 
ecuación (2.3.8), bien utilizando el parámetro a del ajuste AAD/t o mediante el 
método de velocidades iniciales. 
















l p l p  (2.3.8) 
a) Influencia del pH
pH
















Figura 2.3.15. Influencia del pH. Valores experimentales (■) y valor medio 
obtenido (-). Medio 7:3 agua: dioxano; T = 37,5 ºC; [pNSO]o = 4,93·10
-5 M. 
Tabla 2.3.8. Parámetro a y coeficientes de 







3,48 0,731 3,9 
2,90 0,613 3,9 
2,31 0,525 3,6 
1,71 0,381 3,7 
1,36 0,289 3,8 
1,96 0,429 3,7 
2,99 0,606 4,0 
Medio 7:3 agua:dioxano; [pNSO] o = 4,91·10 – 5 M;  
pH = 4,43 ; T =37,5ºC. 
2.3.2. Óxido de p-nitroestireno 
149
Para estudiar si el pH ejerce alguna influencia sobre la constante de 
alquilación se ha empleado el método de velocidades iniciales. Como puede 
observarse (figura 2.3.15), la reacción de alquilación de NBP por pNSO es 
independiente del pH. 
b) Influencia de la temperatura
Las constantes de velocidad de alquilación obtenidas al estudiar la influencia de la 
temperatura en la reacción de alquilación de NBP por pNSO se recogen en la tabla 
2.3.9. 
Tabla 2.3.9. Influencia de la temperatura 





30,0 1,402 ± 0,008 
32,5 1,73 ± 0,01 
35,0 2,13 ± 0,01 
37,5 2,49 ± 0,02 
40,0 3,07 ± 0,02 
42,5 3,45 ± 0,02 
45,0 4,06 ± 0,02 
Medio 7:3 agua:dioxano; pH = 6,96. 
La tabla 2.3.10 muestra los valores de los parámetros de activación. El 
valor de la entropía de activación, negativo y elevado, es coherente con un 
mecanismo de sustitución nucleófila bimolecular.220 
Tabla 2.3.10. Parámetros de activación de la 
reacción de alquilación de NBP por pNSO. 
Parámetros de activación 
Ea alq 
(kJ·mol-1) 
57 ± 4 
Δ#H°alq 
(kJ·mol-1) 
55 ± 4 
Δ#S°alq 
(J·mol-1·K-1) 
-139 ± 11 
ΔG#alq (25,0ºC) 
(kJ·mol-1) 
96 ± 5 
Medio 7:3 agua:dioxano; pH = 6,96. 
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c) Influencia de la fuerza iónica
Para investigar la influencia de la fuerza iónica, I, se realizó una serie de 
experimentos en los que la fuerza iónica se ajustó con NaClO4. Las constantes de 
velocidad de alquilación obtenidas se muestran en la tabla 2.3.11. 





0,00 2,5 ± 0,1 
0,04 2,5 ± 0,1 
0,06 2,5 ± 0,1 
0,14 2,6 ± 0,1 
0,17 2,6 ± 0,1 
0,24 2,5 ± 0,1 
Medio 7:3 agua:dioxano; pH = 6,96. T = 37,5 ºC. 
Como era de esperar, la fuerza iónica no produjo variación significativa 
sobre la constante de velocidad de alquilación a pH neutro, pues la reacción se 
produce entre dos especies neutras, pNSO y NBP.340,346 
2.3.2.2.3.3 Estudio de la reacción de hidrólisis de pNSO 
El interés de la reacción de hidrólisis reside en su papel en el estudio global de la 
reacción de alquilación y en su uso como herramienta para calcular el valor de kalq 
a partir de los parámetros obtenidos del ajuste AAD/t. A tal fin se ha estudiado la 
reacción de hidrólisis del pNSO en el mismo medio en el que se ha investigado la 
reacción de alquilación de NBP por el epóxido (7:3 agua:dioxano).  
a) Influencia del pH
Como estudios previos en medio acuoso han mostrado que la reacción de 
hidrólisis del pNSO presenta catálisis ácida y básica (en medio acuoso para pH<4 
y pH>12),238 la constante de hidrólisis observada, khid puede expresarse así:  
      
   
o
+ -hid hidH OH
H OHk k k k
(2.1.20) 
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Se ha efectuado el estudio de la reacción de forma directa, mediante 
seguimiento espectrofotométrico en continuo, y de forma indirecta, utilizando el 
parámetro b del ajuste (véase pág. 146). 
- Hidrolisis catalizada por ácido 
La reacción de hidrólisis en medio7:3 agua:dioxano (pH = 3,0) se siguió mediante 
separación con HPLC y detección UV, para comprobar que el glicol es el único 
producto de reaccción. La evolución de los cromatogramas con el tiempo y los 
perfiles cinéticos se corresponden con la formación del glicol (figura 2.3.16). La 
reacción fue monitorizada en λ = 254 nm. La disminución del área del pico 
correspondiente al pNSO a un tiempo de retención tR = 28 min y el aumento en el 
del pNSG, tR = 20 min, en función del tiempo vienen dados por:  
En medio ácido: i) la concentración de dioxano es tan elevada que 
interfiere con la medida de absorbancia en el UV e imposibilita realizar el 

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Figura 2.3.16. a) Cromatograma de la evolución temporal de la hidrólisis de pNSO 
catalizada por ácido; b) Perfiles cinéticos obtenidos al realizar el seguimiento de la 
variación temporal del área de pico del pNSO y del producto de hidrólisis, pNSG; T = 25,0 
ºC; pH = 2,99; [pNSO]o = 4,93·10
-5 M; λ= 254 nm. 
a) b)
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seguimiento espectrofotométrico directo y ii) la velocidad de reacción a T = 37,5 
ºC es demasiado rápida para poderla seguir mediante HPLC-UV. Por eso, la 
determinación de la velocidad de reacción de hidrólisis se llevó a cabo por 
extrapolación a partir de los valores calculados en medios con mayor proporción 
de agua. 
Los valores de las constantes de hidrólisis en medios con diferente 
proporción agua:dioxano se obtuvieron directamente mediante seguimiento 
espectrofotométrico en continuo de la reacción en λ = 310 nm (figura 2.3.17). La 
absorbancia es la suma de las contribuciones de glicol y epóxido: 
    hidNSO NSGoNSO
k t
p pA l p e 
  
   (2.3.11) 
t (min)












Figura 2.3.17. Perfil cinético de la reacción de 
hidrólisis en medio ácido; λ= 310 nm; T = 37,5 ºC; 
[pNSO]o = 4,93·10
-5 M; pH = 2,96. 
En medio ácido fuerte (pH < 3), el factor catalítico 
viene dado por la pendiente de la recta khid /[H+]. 
Los valores de los coeficientes catalíticos obtenidos para los diferentes 
medios se recogen en la tabla 2.3.12. Por extrapolación a partir de estos valores se 
estimó el coeficiente catalítico en medio 7:3 agua:dioxano (D = 48,5),  = 








































Figura 2.3.18. Coeficientes catalíticos,      , de hidrólisis del pNSO 
en medios con distinta composición agua:dioxano. T = 37,5 ºC. 
- Hidrolisis no catalizada 
En el intervalo de pH 4,4-7,0 la constante de velocidad para la reacción de 
hidrólisis no catalizada es               Su valor se ha calculado de forma indirecta a 
partir del parámetro b del ajuste;  se corresponde con la ordenada en el
origen de la representación b/[NBP] (figura 2.3.14 y Ec.(2.3.6)). Los valores 
= (1,0 ± 0,1)·10-6 s-1 (T = 37,5 ºC) obtenidos para las constantes fueron 
de modo que kH2O = (2,7 ± 0,3)·10
-8
 M-1s-1 ( T = 37,5 ºC; [H2O] = 38,9 M).
Tabla 2.3.12.Constante de velocidad de la reacción de hidrólisis 









10:0 74,0 1,8 ± 0,1 
9:1 65,5 1,2 ± 0,1 
8:2 57,1 0,92 ± 0,07 


















b) Influencia de la temperatura 
Los parámetros de activación se determinaron a partir del ajuste de la constante de 
hidrólisis no catalizada a distintas temperaturas (32,5-42,5 ºC) a las ecuaciones de 
Arrhenius y de Eyring.  
 El valor de la entropía de activación, negativo y elevado, es coherente con 
un mecanismo de sustitución nucleófila bimolecular.220 Es del orden de las 
obtenidas en este trabajo para la alquilación del propio pNSO. 
 
Tabla 2.3.13. Parámetros de activación de la 
reacción de hidrólisis de pNSO. 
 
Medio 7:3 agua:dioxano; pH = 6,96; [NBP]o = 1,49·10-2 M. 
Parámetros de activación 
Ea hid 
(kJ·mol-1) 
79 ± 10 
Δ#H°hid 
(kJ·mol-1) 
77 ± 10 
Δ#S°hid 
(J·mol-1·K-1) 
-146 ± 33 
ΔG#hid (25,0 ºC) 
(kJ·mol-1) 
120 ± 20 
 
 
2.3.2.2.3.4 Estudio de la reacción de hidrólisis del aducto NBP-pNSO 
Las constantes de hidrólisis del aducto NBP-pNSO se han calculado a partir del 
valor del parámetro c del ajuste AAD/t (c =  ). 
a) Influencia del pH 
 La reacción de descomposición del aducto pNSO-NBP presenta catálisis 
básica como queda patente al observar la representación /[OH-] (figura 
2.3.19).  
 En medio 7:3 agua:dioxano y para T = 37,5 ºC viene dada por la 
siguiente recta: 
   AD 6 7 1
hid
2,6 0,1 10 OH 3,7 0,8 10 sk          



































Figura 2.3.19. Determinación del coeficiente 
catalítico de hidrólisis del aducto NBP-pNSO; Medio 
7:3 agua:dioxano; T = 37,5 ºC. 
El coeficiente catalítico se corresponde con la pendiente y la constante de 
velocidad de hidrólisis del aducto no catalizada, es la ordenada en el origen.  
b) Influencia de la temperatura
Tabla 2.3.14. Influencia de la temperatura sobre la 





30,0 0,51 ± 0,05 
32,5 0,8 ± 0,1 
35,0 0,96 ± 0,07 
37,5 1,02 ± 0,05 
40,0 1,32 ± 0,06 
42,5 2,0 ± 0,2 




77 ± 8 
Medio 7:3 agua:dioxano; pH = 7 
Se ha investigado la influencia de la temperatura en la reacción de 
hidrólisis del aducto NBP-pNSO. El buen ajuste de las constantes de velocidad 
obtenidas en el intervalo a la ecuación de Arrhenius ha permitido obtener el valor 
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2.3.2.2.4 Parámetros cinéticos para caracterizar la reactividad 
Se han obtenido los valores para los diversos parámetros (SNBP, s, f, ALy kn=2, 
véanse págs. 35 y 43-45) necesarios para el establecimiento de correlaciones 
mutagenia-reactividad. Mediante la ecuación de Swain-Scott se ha estimado el 
valor kn=2 = 4,5·10-6 M-1s-1 (T = 37,5 ºC, pH = 7). 
La tabla 2.3.15 permite observar la gran influencia de la temperatura, lo 
que pone de manifiesto la necesidad de estandarizar las mismas condiciones para 
establecer comparaciones entre compuestos diferentes. Los valores del logaritmo 
de la quimioselectividad, 4,44 > log SNBP > 4,07 y los de la constante de sustrato 
de Swain-Scott (muy superiores a 0,7) apoyan que la reacción de alquilación de 
NBP por pNSO transcurre por un mecanismo SN215,46,64,148,312 y sugieren que el 
pNSO será más reactivo con los centros nitrogenados del ADN.46,175,303,313,314  
Tabla 2.3.15. Quimioselectividad, constante de Swain-Scott, capacidad alquilante y 




SNBP /log (SNBP) s f 
AL 
(min) 
30,0 27581 / 4,44 1,27 0,92 30334 
32,5 16329 / 4,21 1,20 0,87 19214 
35,0 13430 / 4,13 1,18 0,85 15239 
37,5 15363 / 4,19 1,20 0,87 14570 
40,0 12647 / 4,10 1,17 0,84 10933 
42,5 11722 / 4,07 1,16 0,83 7193 
Medio agua:dioxano 7:3. pH = 7. Los errores relativos se encuentran entre el 5 y el 10%. 
El aumento de SNBP y s con la disminución de la temperatura se observó 
también con los epóxidos lineales. Los valores de la energía libre de activación 
(tabla 2.3.10 y tabla 2.3.13 págs. 149 y 154) son, en general, más bajos con 
nucleófilos más fuertes,64 como ocurre en este caso con el agua (n = 0) y la NBP 
(n = 3,5). La reacción de alquilación está más favorecida que la reacción de 
hidrólisis.  
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En cambio el pH (tabla 2.3.16) no produce variación sustancial en s y SNBP 
puesto que en el intervalo de estudio predomina la reacción de hidrólisis no 
catalizada y la reacción de alquilación no se ve afectada por el pH. Por el mismo 
motivo no se observa ningún efecto sobre f. 
Al analizar los valores de f y su variación con la temperatura y el pH, se 
concluye que el pNSO es un agente alquilante potente. En cualquier condición, 
alrededor del 80-90% de la cantidad inicial de epóxido reacciona para formar el 
aducto NBP-pNSO. Por otro lado, los valores de AL, sugieren que es un agente 
alquilante con una efectividad moderada; el aducto, a pesar de ser inestable, se 
acumula (a pH 7 y T = 37,5 ºC la vida del aducto es 10 días). La efectividad del 
agente alquilante disminuye notablemente con el aumento de la temperatura (tabla 
2.3.15) y el pH (tabla 2.3.16). Esta disminución se debe fundamentalmente a que la 
efectividad está fuertemente influida por la inestabilidad del aducto (determinada 
por la constante de hidrólisis del aducto). Si se comparan la capacidad alquilante y 
la efectividad del óxido de p-nitroestireno con la de los epóxidos lineales (tabla 
2.3.17), se puede concluir que el pNSO es un alquilante más potente pero con 
menor efectividad.  





4,50 0,85 251963 10835 1,15 
4,97 0,84 79124 9860 1,14 
5,42 0,81 41170 8172 1,12 
5,91 0,79 23665 7401 1,11 
6,11 0,78 16436 7059 1,10 
6,29 0,89 19728 15232 1,20 
7,00 0,87 14570 15363 1,20 
7,17 0,87 3628 12575 1,17 
8,40 0,86 2450 12036 1,17 
[NBP] = 0,02 M ; medio 7:3 agua:dioxano; T = 37,5 ºC. Los errores relativos se encuentran entre el 5 y el 10%. 
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2.3.2.2.5 Correlaciones reactividad química-actividad biológica. 
En la tabla 2.3.17 se recogen datos de parámetros químicos y actividades 
biológicas para una serie de especies alquilantes.80,103,270,271  
Los valores de s y SNBP sugieren que todos los compuestos reaccionan a 
través de mecanismos SN2 dando lugar preferentemente a alquilación del ADN en 
los átomos de nitrógeno. El valor de f obtenido para pNSO es mayor que el 
encontrado para la β-propiolactona (BPL) ( f = 0,71 valor extrapolado para pH = 
7,0 y T = 37,5 ºC),165 la lactona más carcinógena y mutágena estudiada en nuestro 
laboratorio. A diferencia del pNSO, PO y 1,2-EB (que presentan valores de f 
similares e incluso mayores que los de la BPL (tabla 2.3.17)), la lactona forma un 
aducto estable con la NBP. Por ello cabe esperar que su potencial mutágeno165 sea 
mayor que el de los epóxidos citados, como de hecho ocurre (tabla 2.3.17). Cuanto 
mayor es la permanencia del aducto en el tiempo, mayor es la probabilidad de que 
se produzcan efectos biológicos. Por eso, al comparar agentes alquilantes que 
forman aductos estables con otros que producen aductos inestables, cuando 
presentan valores de f similares, es la estabilidad de los aductos formados el factor 
más influyente en la mutagenia observada in vitro (tabla 2.3.17). 
Tabla 2.3.17. Estudio comparativo de parámetros químicos y biológicos de varios 
agentes alquilantes estudiados en el grupo de investigación, incluidos los epóxidos 














































































SO - - - - 0,06/0,07 1,2 0,22 
[NBP] = 0,02 M; medio 7:3 agua:dioxano; T = 37,5ºC. pH = 7; a: Ref. 266,271,348 Mutagenia en Salmonella Typhimurium 
TA100; b: Ref. 80  c: Ref. 193;Valores expresados como el aumento en el número de mutantes resistentes a 6-tioguanina por 106 células 
viables sobre los valores de control por mg ml-1.d: Ref. 165; *Valores extrapolados;  e:Ref: 199; f : este trabajo. 
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Aunque los parámetros f y AL permiten entender la mutagenia observada 
in vitro de agentes alquilantes que producen alquilación a través de los mismos 
mecanismos, no hay que olvidar que existen otros factores que pueden influir en la 
actividad biológica de esos agentes (tamaño de las moléculas y velocidad de 
transporte hasta el sitio de acción en la célula). 
Algunos trabajos centrados en la búsqueda de correlaciones entre 
capacidad alquilante y reactividad química de los óxidos de estireno han sugerido 
que la mutagenia depende de la estructura de los aductos; y algunos de ellos 
concluyen que la mutagenia está correlacionada con la reactividad del carbono 
bencílico y, por tanto, con la formación del aducto α. Puesto que óxidos de 
estireno como el pNSO y los óxidos de α-metilestireno,105 que forman sólo 
aductos β, poseen actividad mutágena, la conclusión anterior no parece 
satisfactoria.  
Para tratar de entender la correlación existente entre la estructura de los 
aductos y sus efectos mutágenos se ha investigado una serie de óxidos de estireno 




1. El pNSO reacciona con la guanosina formando un aducto.
2. La reacción de alquilación de 4-(p-nitrobencil)piridina (NBP) por el pNSO
da lugar a la formación del aducto correspondiente al ataque sobre el
carbono β del anillo oxiránico. La reacción transcurre a través de un
mecanismo SN2.
3. Para valorar la eficacia de alquilación es necesario considerar tres
reacciones: i) la propia reacción de alquilación; ii) la reacción de hidrólisis
del pNSO, y iii) la reacción de hidrólisis del aducto NBP-pNSO.
4. La hidrólisis de pNSO presenta catálisis ácida y la del aducto pNSO-NBP
catálisis básica. La reacción de alquilación no se ve influida por el pH.
5. Los valores de la quimioselectividad y la constante de sustrato de Swain-
Scott sugieren que el pNSO en su reacción con el ADN debe tener mayor
afinidad por los centros nitrogenados de las bases susceptibles de
alquilación.
6. La molécula de pNSO es un agente alquilante potente, pero de efectividad
moderada.
7. La capacidad alquilante del pNSO (f ) es muy similar a la de agentes
mutágenos tan efectivos como la β-propiolactona. La inestabilidad del
aducto pNSO-NBP que reduce la efectividad del pNSO como agente
alquilante explica la baja mutagenia del pNSO comparada con la de esa
lactona.
8. Las diferentes estabilidades de los aductos α y β formados en la reacción
de alquilación de NBP por los óxidos de estireno, y los parámetros f y AL
pueden ser parámetros útiles para entender e interpretar la mutagenia de
los óxidos de estireno.
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2.3.3 Óxidos de estireno, p-cloroestireno y p-bromoestireno 
Se ha llevado a cabo el estudio de las reactividades de tres óxidos de arilo: óxidos 
de estireno, p-bromoestireno y p-cloroestireno (SO, pBrSO y pClSO, 
respectivamente). Además del interés que posee per se, completa el estudio de la 
reactividad del óxido de p-nitroestireno realizado previamente. La investigación 
permite racionalizar la reactividad de los óxidos de estireno p-sustituidos y 
establecer correlaciones estructura-reactividad y reactividad química-actividad 
biológica como agentes alquilantes. 
Algunos estudios se han realizado exclusivamente para SO, porque: i) es 
uno de los epóxidos de uso más extendido y el óxido de arilo más utilizado; ii) 
dentro de los epóxidos aromáticos, es el que produce concentraciones de aductos 
α y β más similares y, consecuentemente, el que mejor permite estudiar las 
reacciones de formación de estos aductos.  
2.3.3.1   Método y materiales 
2.3.3.1.1 Método experimental 
2.3.3.1.1.1 Estudio cinético de la reacción de alquilación de NBP por epóxidos 
aromáticos 
La reacción de alquilación de NBP por SO, pClSO y pBrSO, que designaremos de 
forma general  como pXSO, se ha seguido espectrofotométricamente. En la 
reacción de estos epóxidos con NBP se forman dos aductos NBP-pXSO: i) el 
correspondiente al ataque en el carbono menos impedido del anillo oxiránico, Cβ, 
aducto β-NBP-pXSO; y ii) el del ataque en el carbono bencílico, más impedido 
estéricamente, Cα, aducto α-NBP-pXSO. Los aductos NBP-pXSO α y β son 
incoloros (ADinα y ADinβ, respectivamente). La adición de una base (trietilamina, 
Et3N) produce la desprotonación del carbono que se encuentra entre los dos 
anillos aromáticos que da lugar a la formación de los aductos coloreados (ADβ y 
ADα) (esquema 2.3.3). 
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Esquema 2.3.3. Seguimiento de la reacción de alquilación de NBP por pXSO. 
En el estudio de la reacción de alquilación de NBP por pXSO tanto las 
condiciones de trabajo como el método utilizado son idénticos a los utilizados con 
pNSO y con EP (véase apartado 2.2.2.1 pág. 81). Se ha trabajado en mezclas 
acuoorgánicas, agua:dioxano en proporción 7:3 (v:v) de acidez constante y con 
exceso de NBP (para evitar la formación de aductos 1:2 NBP-pXSO).  
La figura 2.3.20 muestra los espectrogramas obtenidos en el seguimiento 
de la formación de los aductos NBP-pXSO.  
El análisis espectrofotométrico en la región UV-vis, mostró que: i) ni los 
reactivos ni el glicol resultante de la hidrólisis interfieren en el margen de 
longitudes de onda de trabajo. Sin embargo, en el intervalo λ = 200-700 nm no 
hay una longitud de onda dónde sólo absorban el aducto α- o el β-NBP-pXSO. 
Por eso el seguimiento espectrofotométrico de la reacción de alquilación se 
monitorizó con la variación de absorbancia en λ = 560 nm (suma de las de ADα y 
ADβ).  
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Figura 2.3.20. Espectrogramas obtenidos en el seguimiento de la formación de aductos 
pXSO-NBP. T = 37,5 ºC; pH = 6,94; [NBP]o = 1,99·10
-2 M. a) [SO]o = 7,69·10
-5 M; b) 
[pClSO]o = 6,99·10
-5 M; c) [pBrSO]o = 7,46·10
-5 M. 
2.3.3.1.1.2 Estudio cinético de la reacción de hidrólisis de epóxidos aromáticos 
El estudio cinético de la reacción de hidrólisis de pXSO se hizo indirectamente. 
Los valores de las constantes de hidrólisis observados para pXSO se han obtenido 
a partir del estudio cinético de la reacción de alquilación, utilizando los parámetros 
del ajuste AAD/t.  
Para comprobar la calidad de los resultados obtenidos de forma indirecta, 
se investigó directamente la reacción de hidrólisis de uno de los epóxidos 
a) b) 
c)
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aromáticos, SO, mediante seguimiento espectrofotométrico en continuo. Se 
obtuvieron previamente los espectros de óxido de estireno (figura 2.3.21) y 
estirenglicol, comprobándose que ambas especies absorben en esa región del 
espectro y que no existe una longitud de onda a la que absorban uno u otro 
exclusivamente. Como en λ = 226 nm se observaba una variación sustancial de 
absorbancia, se hizo el seguimiento espectrofotométrico de la hidrólisis 
monitorizando en continuo la variación de absorbancia en esa longitud de onda. 
































Figura 2.3.21. Espectro de absorción de 
SO en medio 7:3 agua:dioxano (v:v) a 
diferentes concentraciones; pH = 3,74 
(HCl04); [SO]o = 1,4·10
-3 M. 
Figura 2.3.22. Hidrólisis del SO en medio 
7:3. Valores experimentales (─) y ajuste 
(─); pH = 4,4 (HClO4).  
Se preparaban mezclas de reacción agua:dioxano 7:3 con pH constante 
(3,0 ml). A una cubeta que contenía 2,1 ml de disolución reguladora o ácida con 
HClO4, –para mantener constante el pH– se añadían 0,9 ml de dioxano. Una vez 
termostatada la mezcla se añadía un pequeño volumen de disolución madre, 50-
200 µL (SO+dioxano; [SO]o = 0,0854 M). El instante de adición del reactivo se 
tomaba como el tiempo inicial de reacción, t = 0. 
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2.3.3.1.2 Materiales 
2.3.3.1.2.1 Reactivos generales 
Los reactivos generales utilizados son los mismos que ya se han descrito en el 
estudio de los demás epóxidos (véase apartado 2.2.2.2.1, pág. 83). 
2.3.3.1.2.2 Reactivos específicos 
Óxido de p-bromoestireno (96%), óxido de p-cloroestireno (96%), óxido de 
estireno (99%), 4-(p-nitrobencil)piridina (98%) y trietilamina (99%) eran Sigma-
Aldrich (Steinheim, Alemania). 
2.3.3.1.2.3 Equipos de trabajo 




2.3.3.2  Resultados y discusión 
2.3.3.2.1 Mecanismo de reacción 
Los epóxidos pXSO, pueden reaccionar con nucleófilos a través de ambos 
carbonos del anillo oxiránico, para formar los correspondientes aductos α y β 
(véase figura 2.3.3 pág. 120). Diferentes estudios con nucleófilos que modelan la 
reactividad con el ADN (piridina, bencilamina, guanosina y 
desoxiguanosina)80,81,220,270 e incluso con el propio ADN in vitro251 han evidenciado 
la formación de ambos aductos en concentraciones significativas. La estabilidad de 
ambos aductos se espera que sea diferente. A pH 7,0 y 37,0 ºC la vida media del 
aducto α (440 minutos) formado entre 7-alquil-3’-desoxiguanosina y SO es mayor 
que la del aducto β (275 minutos).349  
 Los perfiles cinéticos de la alquilación de NBP por pXSO muestran que la 
absorbancia aumenta inicialmente para disminuir hasta un determinado valor a 
partir del cual permanece constante. La aparición de una meseta a un elevado 
tiempo de reacción se ha atribuido a la formación de un aducto (ADinα) que 
permanece estable durante el tiempo de estudio. 
 Sobre una base bibliográfica y por analogía con el mecanismo de la 
reacción de alquilación de NBP por pNSO, se ha propuesto el mecanismo que se 
muestra en el esquema 2.3.4 para la alquilación de NBP por pXSO en medio 
acuoorgánico. 
 Las reacciones implicadas en este mecanismo son: i) reacción de hidrólisis 
del pXSO para formar el correspondiente estirenglicol, pXSG; ii) reacciones de 
alquilación de NBP por pXSO en Cα y Cβ, para formar los aductos ADinα y ADinβ, 
respectivamente; y iii) reacción de hidrólisis del aducto β. Se admite que el aducto 
α, es estable a lo largo de la reacción.  
 




Esquema 2.3.4. Mecanismo propuesto para la reacción de alquilación de NBP por pXSO 
en medio acuoorgánico. 
2.3.3.2.1.1  Pérfiles cinéticos y ecuaciones de velocidad 
De acuerdo con el mecanismo propuesto, la ecuación diferencial de velocidad de 
desaparición del epóxido es: 
 
     alqα alq hid
XSO
XSO NBP +  
d p





 La constante de velocidad para la reacción de alquilación global de orden 
dos, kALQ, es suma de las constantes de alquilación en posición α, kalqα, y β, que 
designamos como kalq para mantener la notación utilizada con los epóxidos 
estudiados previamente.  
ALQ alqα alq
k k k 
 (2.3.14) 
 Las ecuaciones de velocidad de formación de los aductos α y β son: 
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 




















Cuando se trabaja con exceso de NBP, se pueden definir las constantes de 
alquilación de pseudoprimer orden (k’ALQ) como suma de las correspondientes a 
los ataques en los carbonos α (k’alqα) y β (k’alq).  
 ' ALQALQ NBPk k (2.3.17) 
' ' '
ALQ alqα alqk k k 
(2.3.18) 
Las ecuaciones de velocidad integradas para la desaparición de pXSO y 
formación de ADα y ADβ son: 
   
 ' + hidALQ
o






  (2.3.19) 
 
 
   




AD e  -e  
+
k t k k tk p
k k k
  
         (2.3.20) 
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  (2.3.21) 
Como el seguimiento de la formación de ADβ y ADα, se hace en λ = 560 
nm, donde absorben los dos aductos, la absorbancia  a tiempo t (AAD) es la suma 
de las contribuciones de los dos aductos β y α, AADβ (Ec. (2.3.23) y AADα 
(Ec.(2.3.24)), respectivamente: 
AD ADβ ADαA A A 
(2.3.22) 
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(2.3.24) 
donde ε y εα son los respectivos coeficientes de absorción molar. 
 Los datos AAD/t se pueden ajustar a una ecuación de la siguiente forma: 
   AD -  1  ct bt bt
a d
A e e e
b c b
    
  (2.3.25) 
donde los cuatro parámetros se definen como sigue: 
 '
oalq
XSOa k p l
 (2.3.26) 
'








 ' α oalqα XSOd k l p
 
(2.3.29) 
 La figura 2.3.23 muestra los perfiles cinéticos experimentales obtenidos y 
los ajustes correspondientes (Ec. (2.3.25)) junto con los perfiles para cada uno de 
los aductos AADα/t y AADβ/t (calculados a partir de los parámetros del ajuste). El 
excelente ajuste de los valores experimentales AAD/t a la ecuación (2.3.25) apoya el 
mecanismo propuesto. 














































































Figura 2.3.23. Perfiles cinéticos de formación de los aductos NBP-pXSO. Valores 
experimentales (●) y ajustes AAD /t , AADα /t y AADβ /t. λ = 560 nm; medio 7:3 
agua:dioxano; T = 37,5 ºC; pH = 6,95; [NBP]o = 1,99·10
-2 M. a) (●) [SO]o = 7,69·10
-5 
M; b) (●) [pClSO]o = 6,99·10
-5 M; c) (●) [pBrSO]o = 7,05·10
-5 M. 
2.3.3.2.1.2 Órdenes de reacción 
Los órdenes parciales de reacción respecto a la concentración de cada reactivo se 
han determinado a partir de los parámetros a y d del ajuste AAD/t (Ecs.(2.3.26) y 
(2.3.29)). Se realizó una serie de experimentos variando las concentraciones de uno 
y otro reactivo. Los órdenes parciales respecto a las concentraciones de pXSO y 
NBP para la alquilación en β (m y n respectivamente) se han determinado a partir 
del parámetro a (Ec.(2.3.30)). Los órdenes de reacción p y q respecto de las 
concentraciones de pXSO y NBP para la reacción en Cα se obtuvieron con el 
parámetro d (Ec.(2.3.31)). 
a) b) 
c)
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     alq olog log log XSO log NBPa k l m p n   (2.3.30) 




























Figura 2.3.24. Orden respecto a la 
concentración de NBP para la alquilación en 
posición β, n. T = 25,0 ºC; [SO]o = 
8,12·10-5 M. 
Figura 2.3.25. Orden respecto a la 
concentración de SO para la alquilación en 
posición β, m. T = 25,0 ºC; [NBP]o = 
2,00·10-2 M. 
Figura 2.3.26. Orden respecto a la 
concentración de NBP para la alquilación en 
posición α, q. T = 25,0 ºC; [SO]o = 
7,69·10-5 M. 
Figura 2.3.27. Orden respecto a la 
concentración de SO para la alquilación en 
posición α, p. T =25,0 ºC; [NBP]o = 
1,98·10-2 M. 
A modo de ejemplo las figuras 2.3.24-2.3.27 muestran los órdenes 
obtenidos para el SO.  
log [NBP]
o
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Con todos los pXSO se ha comprobado que el orden de reacción respecto 
a cada uno de los reactivos para la formación de los aductos α y β, es la unidad, en 
concordancia con mecanismos SN2’ para la formación del aducto α y SN2 para la 
del aducto β. 
2.3.3.2.1.3 Identificación de los aductos NBP-EP mediante espectrometría de 
masas 
Figura 2.3.28. Espectros de masas en el modo positivo obtenidos para la reacción de 
alquilación. pH = 6,95; T = 37,5 ºC; [NBP]o = 1,99 10
-2 M. a) (●) [SO]o = 7,69·10
-5 M; 
b) (●) [pClSO]o = 6,99·10
-5 M; c) (●) [pBrSO]o = 7,05·10
-5 M.
El estudio por espectrometría de masas, junto a las evidencias anteriores, 
confirma la formación de los aductos 1:1 NBP-EP. Se obtuvieron picos de los 
iones moleculares con m/z: 335,2 para NBP-SO, 369,1 para los aductos NBP-
a) b) 
c)
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pClSO y 413,1 para NBP-pBrSO. No se observaron picos asignables a otro tipo de 
aductos en las condiciones de trabajo. Sin embargo, en condiciones equimolares 
pXSO:NBP sí que se obtuvieron picos asignables a los diaductos. 
2.3.3.2.1.4 Seguimiento de la reacción mediante HPLC 
Para una confirmación adicional del mecanismo propuesto, se programó el 
seguimiento de la reacción de alquilación de NBP por SO mediante cromatografía 
HPLC con detector de red de diodos. Los cromatogramas muestran la formación 
de dos aductos con distintos tiempos de retención, tR = 8,5 min y tR = 11,0 min. 
En la figura 2.3.29 se observan los perfiles de reacción obtenidos del seguimiento 




































Figura 2.3.29. Perfiles cinéticos obtenidos al realizar el 
seguimiento de la variación temporal de las áreas de pico 
de los aductos NBP-SO: β (tR = 8,5 min) y α (tR = 11,0 
min); valores experimentales (●) y ajuste (-); λ= 254 nm. 
T = 37,5 ºC; pH = 6,98. 
El pico detectado a tR = 11,0 min corresponde al aducto β (presenta el 
mismo tiempo de retención que el del aducto NBP-pNSO, véase pág. 143) y la 
evolución temporal de su área es propia de un aducto inestable. El aducto α se 
corresponde con el pico que aparece a tR = 8,5 min. Su evolución temporal indica 
que es estable. 
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 La concordancia de los resultados obtenidos mediante HPLC y mediante 
espectrofotometría UV-vis apoya el mecanismo propuesto. 
2.3.3.2.2 Estudio cinético de las reacciones involucradas 
2.3.3.2.2.1 Determinación del coeficiente de absorción molar de los aductos NBP-
pXSO 
Debido a la imposibilidad de: i) conocer los coeficientes de absorción molar de 
ambos aductos a partir de los parámetros resultantes del ajuste (el número de 
incógnitas supera el número de ecuaciones); y ii) de calcular los valores de las 
constantes de alquilación para las reacciones individuales sobre cada carbono del 
anillo oxiránico; se utilizaron las proporciones de aductos α/β, en términos de 
relación de constantes de alquilación (kalqα/kalq) procedentes de la bibliografía.53  
 Los resultados encontrados al estudiar la reacción del óxido de estireno 
con bencilamina en distintos medios, revelan que las velocidades de alquilación 
aumentan con la constante dieléctrica del medio,225 mientras que la relación kalqα/ 
kalq se mantiene constante entre disolventes próticos. Esa constancia se pone de 
manifiesto al comparar las proporciones de aductos que se obtienen en las 
reacciones de óxidos de estireno p-sustituidos con distintos sustratos (guanosina,253 
desoxiguanosina53 y piridina80) en disolventes próticos. En tales disolventes el 
puente de hidrógeno entre el grupo hidróxilo de la molécula de disovente y el 
átomo de oxígeno del epóxido facilita la ruptura del enlace C-O del anillo 
oxiránico. Los cambios de disolvente pueden afectar a la magnitud de esta 
interacción y por tanto, a la velocidad de reacción, pero no a la proporción de 
aductos, que viene determinada por factores electrónicos y estéricos en el centro 
reactivo, que no son dependientes del disolvente.225 La relación kalqα/kalq 
encontrada por nosotros para la alquilación de NBP por pNSO (0:100) es 
significativamente análoga a la de la reacción con la desoxiguanosina en etanol 
(50% vol. a 37,0 ºC) obtenida por extrapolación mediante la ecuación de Hammett 
a partir del trabajo de Sugiura et al. (2:98).53 Se ha admitido que las proporciones 
α/β (kalqα/kalq) en la reacción de alquilación de NBP por pXSO son las mismas que 
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en la alquilación de desoxiguanosina con SO, pBrSO y pClSO en medio 
etanol:agua (50:50 v:v) (véase tabla 2.3.5 pág. 128),53 33:67, 15:85, 14:86 para SO, 
pBrSO y pClSO, respectivamente (el valor con pClSO se obtuvo por interpolación 
mediante la ecuación de Hammett).  
Operando de esta forma, conocidas la constante de alquilación global, 
kALQ (kALQ = kalq+kalqα ) y las proporciones entre las contantes, x (kalq/kALQ) e y 
(kalqα/kALQ), para la formación de los aductos β y α, respectivamente, se han 
obtenido los valores de kalq y kalqα (Ecs. (2.3.32)y (2.3.33)). 
ALQalq
k k x 
(2.3.32) 
ALQalqα
k k y 
(2.3.33) 
Con kalq y kalqα pueden estimarse los valores de los coeficientes de 
absorción molar de los dos aductos a partir de los parámetros a (a = kalq εl 
[NBP]o[pXSO]o) y d (d = kalqα εα l [NBP]o[pXSO]o) del ajuste AAD/t. 
Para obtener kALQ basta representar el parámetro b del ajuste 
(kALQ[NBP]+khid) para distintas concentraciones de NBP (figura 2.3.30).  
Los valores obtenidos para las constantes de alquilación global, kALQ, y las 
correspondientes al ataque sobre cada uno de los carbonos, kalq y kalqα se recogen 
en la tabla 2.3.18. En ella se muestran también los coeficientes de absorción molar 
de los aductos ADα y ADβ calculados con las siguientes ecuaciones: 















































Figura 2.3.30. Obtención de la constante de 
alquilación global, kALQ, a partir del parámetro b 
del ajuste AAD /t para SO (●), pClSO (●) y pBrSO 
(●). pH = 6,95; T = 37,5 ºC; medio 7:3 
agua:dioxano. 
2.3.3.2.2.2 Estudio de la reacción de alquilación de NBP 
Conocidos los valores de los coeficientes de absorción molar, se pueden calcular 
fácilmente los de kalq y kalqα para cualquier experimento cinético a partir de los 
parámetros a y d del ajuste, respectivamente.  



















 Por otro lado, el valor de kalq puede conocerse mediante las velocidades 
iniciales.  
Tabla 2.3.18. Constantes de alquilación global y de los ataques en posiciones α y β. 














SO 3,1 ± 0,4 2,1 ± 0,3 1,0 ± 0,1 40 ± 8 8 ± 1 
pClSO 2,3 ± 0,2 2,0 ± 0,2 0,35 ± 0,03 41 ± 4 11 ± 1 
pBrSO 3,0 ± 0,2 2,6 ± 0,2 0,42 ± 0,03 21 ± 2 18 ± 1 
 
T  = 37,5 ºC; pH = 6,95; medio de reacción 7:3 agua:dioxano; l = 1cm. 
2.3. Estudio cinético de la alquilación de moléculas modelo del ADN por óxidos de estireno 
180 
   
α β










     AD alq alq α o oα0lim NBP XSOt
A



















Al comparar las aportaciones de los parámetros a y d del ajuste a la 
variación inicial de la absorbancia, se ha comprobado que, para pXSO, la 
aportación del aducto β a la absorbancia inicial es mucho mayor que la del aducto 
α. Al calcular kalq con el método de velocidades iniciales, considerando 
despreciable la aportación del aducto α, el valor de kalq obtenido difiere del 
obtenido a partir del parámetro a como máximo un 10 %. Por esta razón, cuando 
la lentitud de las reacciones exija un largo tiempo de seguimiento o no exista 
método alternativo para calcular kalq se utilizará el método de velocidades iniciales 
en lugar del parámetro a del ajuste AAD/t (Ecs.(2.3.25) y (2.3.26)). 
a) Influencia del pH en la reacción de alquilación 
Se ha investigado el papel del pH en la reacción de alquilación de NBP por pXSO 
en las posiciones β y α (tabla 2.3.19).  
Puede admitirse que el valor de la constante de velocidad kalq no se ve 
afectado por la acidez del medio, como se ha observado en el estudio de los 
epóxidos investigados anteriormente. Sin embargo, kalqα aumenta con la acidez del 
medio, ya que el aumento de la concentración de protones favorece la formación 
del estado de transición de la reacción SN2’. En medio neutro para SO, kalq duplica 
a kalqα (con ADN in vitro la proporción kalq/kalqα es 1,4).262 
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Tabla 2.3.19. Influencia del pH sobre las constantes de alquilación kalq y kalqα para la 
alquilación de NBP por pXSO. 










SO pClSO pBrSO SO pClSO pBrSO SO SO 
5,00 - 2,4 3,0 - - - - - 
5,12 1,9 - 2,9 - - - - - 
5,24 2,0 2,5 2,8 - - 19,8 7,2 - 
5,77 1,9 - - - - - 7,1 4,0 
5,96 2,1 2,1 2,4 - 7,4 4,6 - - 
6,57 - - - - - - 7,1 2,0 
6,95 2,1 2,0 2,6 10 3,5 4,2 7,0 1,8 
Medio de reacción 7:3 agua:dioxano. 
b) Influencia de la temperatura
Los valores obtenidos para las constantes de alquilación a diferentes temperaturas 
y pH neutro se recogen en la tabla 2.3.20. Para la reacción de formación del aducto 
β son válidos en todo el intervalo de pH objeto de estudio.  
Tabla 2.3.20. Influencia de la temperatura sobre las constantes de alquilación kalq y kalqα 
para la alquilación de NBP por pXSO. 
T 





















76:24 - 92:8 
30,0 1,1 1,1 1,5 4,8 - 1,3 69:31 - 92:8 
32,5 1,3 1,3 1,9 4,1 - 2,5* 76:24 - 88:12 
35,0 1,5 1,6 2,2 7,1 - 1,9 68:32 - 92:8 















13 5,4 61:39 70:30 90:10 
Medio de reacción 7:3 agua:dioxano; pH = 6,95; *Valor excluido para determinar los parámetros de activación. 
a) Valores extrapolados. 
Los parámetros de activación (tabla 2.3.21) son coherentes con la 
proporción de constantes kalq/kalqα obtenida (tabla 2.3.20).
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Tabla 2.3.21. Parámetros de activación para la alquilación de NBP por pXSO a través 




SO pClSO pBrSO SO pClSO pBrSO 
Ea alq 
(kJ·mol-1) 
64 ± 4 58 ± 3 60 ± 1 95 ± 12 - 80 ± 14 
ΔG#alq (25,0ºC) 
(kJ·mol-1) 
96 ± 8 97 ± 4 95 ± 2 99 ± 19 - 102 ± 38 
Medio 7:3 agua:dioxano. 
Los resultados obtenidos al estudiar la influencia de la temperatura y la 
composición del medio en la reacción de alquilación de NBP por SO (Apéndice 2) 
sugieren que el mecanismo de reacción para la alquilación en β es independiente 
del medio de reacción. 
2.3.3.2.2.3  Estudio de la reacción de hidrólisis de pXSO 
Las reacciones de hidrólisis de pXSO dan lugar a la formación de los 
correspondientes glicoles.238 La hidrólisis de los epóxidos aromáticos, como la de 
cualquier epóxido, además de la reacción no catalizada, puede presentar catálisis 
ácida y básica (véase Ec.(2.1.20) pág. 56). 
El valor de khid se obtiene de forma indirecta con el parámetro b del ajuste 
AAD/t y el valor de la pseudoconstante de alquilación global, k’ALQ:  
'
hid ALQk b k  (2.3.41) 
a) Influencia del pH
La figura 2.3.31 muestra la influencia de la acidez del medio sobre khid. En el 
intervalo de trabajo además de la reacción de hidrólisis en medio neutro interviene 
la de catálisis ácida. Las constantes de velocidad para ambas reacciones se recogen 
en la tabla 2.3.22. 
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Figura 2.3.31. Variación de khid de pXSO con 
el pH del medio. Valores obtenidos para SO 
(●), pClSO (●) y pBrSO (●); T = 25,0 ºC. 
La tendencia de nuestros resultados, obtenidos de forma indirecta a partir 
del estudio de alquilación de NBP por pXSO en un medio acuoorgánico es acorde, 
cualitativamente, con los obtenidos por Blumenstein et al. en el estudio directo de 
la reacción de hidrólisis de pXSO a 25,0 ºC en medio acuoso.238 En ambos 
estudios tanto       como   disminuyen con la presencia de grupos 
atractores de electrones: SO > pClSO > pBrSO > pNSO. 
Tabla 2.3.22. Constantes de velocidad de hidrólisis de pXSO en medios 








SO 18 ± 1 2,5 ± 0,8 
pClSO 3,1 ± 0,2 2,2 ± 0,5 
pBrSO 1,63 ± 0,03 2,1 ± 0,1 
pNSO 0,005 ± 0,002 1,0 ± 0,1 
 Medio de reacción 7:3 agua:dioxano; T = 37,5 ºC. 
Para verificar la adecuación del método indirecto utilizado para calcular la 
constante de velocidad de hidrólisis obtenida a partir del parámetro b del ajuste 
AAD/t; e investigar el grado de acuerdo, a nivel cuantitativo, de nuestros resultados 
con los de Blumenstein et al., se estudió la hidrólisis de SO A 25,0 ºC en medio 
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de hidrólisis por espectrofotometría) como indirectamente a partir del estudio de 
la alquilación. Los valores de khid obtenidos por ambas vías presentan una buena 
concordancia (figura 2.3.32). 
A 25,0 ºC y en medio 7:3 agua:dioxano el factor catalítico y la constante de 
= (6,5 ± 0,5) M-1 s-1 y      = ( 1,0 ± velocidad de hidrólisis espontánea son 
0,1)·10-6 s-1, respectivamente. Teniendo en cuenta que a medida que aumenta el 
porcentaje de agua en el medio de reacción, lo hace la constante dieléctrica y con 
ella la constante de velocidad, los valores obtenidos en este trabajo son acordes 
con los de Blumenstein et al. en medio acuoso ( a T = 25,0 ºC = (26,6 ± 
0,9) M-1 s-1 y         = ( 4,18 ± 0,18) ·10-6 s-1). 
pH










Figura 2.3.32. Variación de khid de SO con el 
pH del medio. Valores obtenidos (●) de forma 
directa e (■) indirecta. T = 25,0 ºC. 
b) Influencia de la temperatura
En la tabla 2.3.23 se muestran los valores de la constante de hidrólisis obtenidos 
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Tabla 2.3.23. Influencia de la temperatura 
sobre las constantes de hidrólisis de pXSO. 
T 





SO pClSO pBrSO 
25,0 1,0 - - 
27,5 0,8* - - 
30,0 0,8* 1,1 0,5 
32,5 0,8* 1,2 1,2 
35,0 2,8 1,7 0,9 
37,5 4,2 2,2 2,2 
40,0 - 4,6* 2,0 
42,5 - 3,3 2,5 
45,0 - 4,3 1,9 
Medio 7:3 agua:dioxano; pH neutro;  
*Valor excluido para determinar los parámetros de activación.
La tabla 2.3.24 muestra los valores obtenidos para los parámetros de 
activación. Se observa que las reacciones de alquilación están más favorecidas que 
las de hidrólisis. 
2.3.3.2.2.4 Estudio de la reacción de hidrólisis del aducto β-pXSO-NBP 
La constante de hidrólisis del aducto se obtiene directamente con el ajuste AAD/t 
(c = ). 
a) Influencia del pH
La reacción de hidrólisis del aducto β experimenta catálisis básica. La tabla 2.3.25 
muestra los resultados obtenidos. 
Tabla 2.3.24. Parámetros de activación de la reacción de hidrólisis de pXSO. 
Parámetros de 
activación 
SO pClSO pBrSO 
Ea hid 
(kJ·mol-1) 
85 ± 8 75 ± 3 99 ± 23 
ΔG#hid (25,0ºC) 
(kJ·mol-1) 
116 ± 15 117 ± 6 - 
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Tabla 2.3.25. Influencia del pH en la hidrólisis 
de los aductos β-NBP-pXSO. 










SO pClSO pBrSO SO 
5,00 n.d. 0,2 0,25 n.d
5,12 n.d. - 0,24 n.d
5,24 n.d. - - n.d
5,77 - - - 0,08 
5,96 - 0,7 0,86 - 
6,57 - - - 0,26 
6,95 3,1 2,1 0,55 0,56 
7,95 - - - 0,96 
8,74 - 10,4 21,1 8,88 
Medio 7:3 agua:dioxano; n.d: no detectado. 
b) Influencia de la temperatura
En la tabla 2.3.26 se recogen los valores de la constante de hidrólisis del aducto β 
en el intervalo de temperaturas 25,0-45,0 ºC.  
Tabla 2.3.26. Influencia de la temperatura en la 
hidrólisis de los aductos β-NBP-pXSO. 
T 







SO pClSO pBrSO 
25,0 0,48 - - 
27,5 0,62 - - 
30,0 1,1 0,3 0,33 
32,5 1,5 0,5 0,60 
35,0 1,9 0,5 0,76 
37,5 3,1 2,1 0,55 
40,0 - 2,1 1,20 
42,5 - 2,0 1,42 
45,0 - 1,4 1,90 
Medio de reacción 7:3 agua:dioxano; 
La estabilidad de los aductos a pH neutro sigue la siguiente tendencia SO < 
pClSO < pBrSO. La presencia de grupos atractores de electrones estabiliza el aducto 
β formado. 
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2.3.3.2.3 Parámetros cinéticos para caracterizar la reactividad 
Objeto de este estudio ha sido conocer la eficacia y la eficiencia de los óxidos de 
estireno p-sustituidos como agentes alquilantes. La eficacia de estos compuestos se 
define a través de tres parámetros de alquilación:  
































ftotal, fracción del agente alquilante inicial que da lugar a la formación de aducto, 










Estos parámetros son muy útiles para establecer correlaciones 
mutagenia/reactividad cuando los aductos formados son estables. Cuando son 
inestables se utiliza también la eficiencia de alquilación o vida del aducto, AL. En 
este caso para los pXSO como se ha comprobado que el aducto α es estable 
durante el curso de la reacción, sólo tiene sentido definir la vida o eficiencia 
correspondiente al aducto β.  
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El parámetro AL hace referencia a la durabilidad o permanencia del 
aducto en el tiempo: cuanto mayor sea el valor de AL, mayor será la acumulación 
de los aductos y, por tanto, mayores efectos biológicos.  
a) Influencia del pH en los parámetros químicos
Los valores obtenidos para las fracciones alquiladas, y para la vida del aducto β en 
dos medios de diferente acidez se recogen en la tabla 2.3.27.  
Tabla 2.3.27. Dependencia de los parámetros químicos con el pH. Quimioselectividad, 
constante de Swain-Scott, capacidad alquilante y efectividad.
pH 
β α 
SO pClSO pBrSO SO pClSO pBrSO 
SNBP / log SNBP 
5,96 - 1330 / 3,1 2311 / 3,4 - 465 / 2,7 442 / 2,6 
6,95 1945 / 3,3 3595 / 3,6 4561 / 3,7 954 / 3,0 635 / 2,8 742 / 2,9 
s 
5,96 - 0,89 0,96 - 0,76 0,76 
6,95 0,94 1,01 1,05 0,85 0,80 0,82 
f 
5,96 - 0,36 0,49 - 0,12 0,094 
6,95 0,40 0,58 0,62 0,20 0,10 0,10 
10-4AL 
(min) 
5,96 - 0,82 0,95 - - - 
6,95 0,22 0,45 1,9 - - - 
Medio agua:dioxano 7:3. T = 37,5 ºC. 
La figura 2.3.33 muestra los resultados obtenidos con el SO en cuatro 
medios de reacción. Se observa pues, que los resultados obtenidos permiten 
concluir que f aumenta con la basicidad del medio (khid disminuye y el pH no 
influye en la constante de alquilación en Cβ). Por el contrario, fα no muestra una 
tendencia clara con la variación del pH (kalqα y khid aumentan con la acidez del 
medio). El aumento de ftotal con el pH, revela la mayor contribución de fβ a la 
fracción alquilada total.  
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Los resultados recogidos en la tabla 2.3.27 muestran que a pH neutro 
(6,95) más del 60% del pXSO inicial participa en la formación de aductos (10-20% 
en el aducto α y 40-60% en el β), mientras que menos del 40% se hidroliza. El SO 
es el pXSO que forma mayor proporción de aducto α mientras que el pBrSO 
genera mayor proporción del β.  
Por otro lado, debido a la catálisisis básica que presenta  la vida 
de los aductos β-NBP-pXSO aumenta con la acidez del medio. Los aductos β 
formados son más estables, presentan una mayor acumulación temporal a pH 
ácido que en medio neutro. Sin embargo, las selectividades SNBP y s, muestran 
comportamiento contrario, con el aumento del pH lo hace también la selectividad, 
es decir, se ve favorecida la reacción de alquilación de NBP frente a la de 
hidrólisis. Los valores de la quimioselectividad y de la constante de Swain-Scott 
son coherentes con los mecanismos por los que se producen las reacciones de 
alquilación. El valor de s para el ataque en Cα es inferior que en Cβ, siendo similar 
para SO, pClSO y pBrSO. La primera observación indica que la reacción en Cα 
tiene menor carácter SN2, lo que es coherente con el mecanismo SN2’. El segundo 
hecho refleja que, para las reacciones que transcurren por un mecanismo SN2’, la 
selectividad es poco sensible a la sustitución del anillo.  
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Figura 2.3.33. Influencia del pH sobre: a)  las fracciones de alquilación, f (▲), fα(▼) y 
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b) Influencia de la temperatura en los parámetros químicos
La tabla 2.3.28 muestra los valores de los parámetros químicos en el 
intervalo T = 25,0–45,0 ºC. No se han observado tendencias claras con las 
constantes de sustrato de Swain-Scott, la selectividad o la fracción alquilada 
presentan pequeñas variaciones, pero sin seguir una tendencia. Por el contrario, se 
ha comprobado que la vida de los aductos β disminuye notablemente con el 
aumento de la temperatura. Este hecho refleja el acentuado efecto de la 
temperatura sobre la constante de velocidad de hidrólisis de los aductos β-NBP-
pXSO, que aumenta sustancialmente con la temperatura. Los valores estimados 
para la constante de velocidad kn=2 a partir de s aumentan con la temperatura, 
como era de esperar. 
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SO pClSO pBrSO SO pClSO pBrSO 
SNBP / 
log SNBP 
25,0 2684 / 3,4 - - 764 / 2,9 - - 
27,5 4339 / 3,6 - - 1359 / 3,1 - - 
30,0 4988 / 3,7 3864 / 3,6 12456 / 4,1 
4,14,1
2236 / 3,3 - 1096 / 3,0 
32,5 6412 / 3,8 4043 / 3,6 6255 / 3,8 2005 / 3,3 - 832 / 2,9 
35,0 2095 / 3,3 3669 / 3,6 9449 / 4,0 975 / 3,0 - 830 / 2,9 
37,5 1945 / 3,3 3117 / 3,5 4154 / 3,6 954 / 3,0 381 / 2,6 596 / 2,8 
40,0 - 1973 / 3,3 6156 / 3,8 - 345 / 2,5 778 / 2,9 
42,5 - 3235 / 3,5 5974 / 3,8 - 748 / 2,9 793 / 2,9 
45,0 - 2773/ 3,4 9645 / 4,0 - 1178 / 3,1 1095 / 3,0 
s 
25,0 0,98 - - 0,82 - - 
27,5 1,04 - - 0,90 - - 
30,0 1,06 1,02 1,17 0,96 - 0,87 
32,5 1,09 1,03 1,08 0,94 - 0,83 
35,0 0,95 1,02 1,14 0,85 - 0,83 
37,5 0,94 1,00 1,03 0,85 0,74 0,79 
40,0 - 1,08 - - 0,83 
42,5 - 1,00 1,08 - 0,82 0,83 
45,0 - 0,98 1,14 - 0,88 0,87 
f 
25,0 0,50 - - 0,14 - - 
27,5 0,57 - - 0,18 - - 
30,0 0,54 0,45 0,80 0,24 0,32 0,07 
32,5 0,62 0,48 0,69 0,19 0,29 0,09 
35,0 0,42 0,52 0,77 0,19 0,20 0,07 
37,5 0,40 0,57 0,62 0,20 0,07 0,09 
40,0 - 0,46 0,69 - 0,09 
42,5 - 0,55 0,69 - 0,13 0,09 
45,0 - 0,47 0,76 - 0,20 0,09 
10-4AL 
(min) 
25,0 1,7 - - estable - - 
27,5 1,5 - estable - - 
30,0 0,84 2,7 4,1 estable estable estable 
32,5 0,68 1,5 1,9 estable estable estable 
35,0 0,36 1,7 1,7 estable estable estable 
37,5 0,22 0,45 1,9 estable estable estable 
40,0 - - 1,0 - - estable 
42,5 - - 0,8 - - estable 
45,0 - - 0,7 - - estable 
kn=2 
(M-1s-1) 
25,0 2,4 - - 1,2 - - 
27,5 2,5 - - 1,3 - - 
30,0 2,8 3,2 0,53 1,8 2,6 0,66 
32,5 3,1 3,6 4,4 1,6 2,7 1,4 
35,0 5,7 4,9 4,4 3,7 2,8 1,1 
37,5 8,2 5,9 7,0 5,4 2,2 2,5 
40,0 - 9,1 7,5 - 3,4 2,3 
42,5 - 8,7 9,2 - 3,8 2,9 
45,0 - 10,2 9,2 - 6,2 2,7 
Medio de reacción agua:dioxano 7:3. pH = 6,96 
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2.3.3.3   Conclusiones 
El estudio cinético de la alquilación de 4-(p-nitrobencilpiridina), NBP, por el óxido 
de estireno (SO) y los óxidos de estireno p-cloro y p-bromo sustituidos (pClSO y 
pBrSO) ha conducido a las siguientes conclusiones: 
1. Las especies químicas pClSO, pBrSO y SO, designadas genéricamente
pXSO, muestran actividad alquilante sobre la NBP, molécula de nucleofilia
análoga a la posición N7 de la guanosina. La reacción de alquilación se
produce en los dos carbonos del anillo oxiránico, (Cα y Cβ, más y menos
impedido, respectivamente), dando lugar a dos aductos: el aducto α-NBP-
pXSO, por reacción de NBP con Cα, a través de un mecanismo SN2’ y
estable durante el tiempo de reacción; y el aducto β-NBP-pXSO, formado
por reacción de la NBP con Cβ que es inestable y se hidroliza.
2. El estudio cinético ha revelado que, para investigar la capacidad alquilante
de un compuesto en términos cuantitativos, es necesario tener en cuenta
cuatro reacciones: i) la reacción de formación del aducto α-NBP-pXSO; ii)
la formación del aducto β-NBP-pXSO; iii) la reacción de hidrólisis de este
último; y iv) la reacción de hidrólisis de pXSO.
3. La constante de velocidad de formación de los aductos β-NBP-pXSO es
independiente del pH mientras que la de formación de los aductos α-
NBP-pXSO aumenta en medios ácidos.
4. La proporción de aductos β frente a la de α aumenta al disminuir la
temperatura.
5. La reacción de hidrólisis de pXSO experimenta catálisis ácida. Tanto el
factor catalítico como la constante de velocidad en medio neutro
disminuyen con la presencia de grupos atractores de electrones: SO >
pClSO > pBrSO > pNSO.
6. En medio neutro, la hidrólisis de los epóxidos aromáticos para sustituidos
transcurre más lentamente que la reacción de alquilación.
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7. La reacción de hidrólisis del aducto β muestra catálisis alcalina. Los grupos
atractores de electrones ralentizan la reacción.
8. Todos los pXSO estudiados son agentes alquilantes potentes. En pH
neutro más del 60% del pXSO inicial da lugar a la formación de aductos
(10-20% en la del aducto α y 40-60% en la del β), hidrolizándose menos
del 40 %.
9. La estabilidad de los aductos β-NBP-pXSO disminuye notablemente con
el aumento de la temperatura.
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2.3.4 Estudio comparativo de la reactividad química y biológica 
de los epóxidos aromáticos  
2.3.4.1   Reactividad química 
Los valores obtenidos en nuestro trabajo para los parámetros cinéticos y químicos 
se recogen en la tabla 2.3.29. 
Tabla 2.3.29. Parámetros más relevantes del estudio de la reacción de alquilación 
de NBP por óxidos de estireno. 
pXSO 
SO pClSO pBrSO pNSO 
104kalq (M
-1s-1) 2,1 2,0 2,6 2,42 
104kalqα (M
-1s-1) 1,0 0,35 0,42 - 
6 -1
hid








) 2,55 2,2 2,1 1,0 
-1
+H
(s )k 18,2 3,1 1,63 0,005 
7 AD -1
hid
10 (s )k 3,1 2,1 0,55 1,02 
106kn=2 (M
-1s-1) 0,82 0,59 0,70 0,40 
106kn=2α (M
-1s-1) 0,54 0,22 0,25 - 
SNBP / logSNBP 1945 / 3,29 3595 / 3,56 4561 / 3,66 15363 / 4,19 
SNBPα / logSNBPα 954 / 2,98 635 / 2,80 742 / 2,87 - 
s 0,94 1,01 1,05 1,20 
sα 0,85 0,8 0,82 - 
fβ 0,40 0,58 0,63 0,87 
fα 0,20 0,10 0,10 - 
ftotal 0,60 0,68 0,73 0,87 
10-4AL 
(min) 
0,22 0,45 1,9 1,46 
Medio agua:dioxano 7:3; pH = 7; T = 37,5 ºC. 
2.3.4.1.1 Constantes de velocidad. Correlaciones de Hammett 
Se ha utilizado la ecuación de Hammett para investigar la influencia de los 
sustituyentes. A continuación se muestran las correlaciones obtenidas para las 
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reacciones de alquilación de la NBP, de hidrólisis de los óxidos de estireno 
estudiados y de hidrólisis del aducto.270 

















































Figura 2.3.34. Correlación de Hammett de 
logkalq frente a σ.  
Figura 2.3.35. Correlación de Hammett 
de logkalqα frente a σ. 
A pesar de su mala calidad, las correlaciones muestran que la constante de 
velocidad de alquilación, kalq, correspondiente al ataque en Cβ, aumenta con la 
presencia de grupos atractores de electrones en posición para del anillo bencénico 
(ρ = +0,09). Comportamiento análogo se ha descrito en la bibliografía para 
reacciones de diferentes sustratos con varias series de óxidos de estireno, incluida 
la desoxiguanosina.53,80,81,105,220,238,270 Rosman et al. encuentran el mismo 
comportamiento con una serie de epóxidos derivados del óxido de α-
metilestireno, que reaccionan exclusivamente en Cβ.105  
Al estudiar la variación de la velocidad de alquilación en Cα, el 
comportamiento observado es el opuesto, kalqα disminuye con los grupos 
atractores de electrones (ρ = -1,97), como también ha sido observado por otros 
autores.53,220,270  
La comparación del valor absoluto de ρ obtenido para ambas reacciones, 
mayor para la reacción de alquilación de NBP a través de Cα, muestra que ésta es 
la que se ve más afectada por la presencia de sustituyentes.  
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Sobre la reacción de hidrólisis de los epóxidos también se han investigado 
correlaciones de Hammett, tanto para la constante de velocidad de la reacción de 
hidrólisis en medio neutro como para la catalizada por ácido. 
En ambos casos se obtiene una buena correlación de Hammett utilizando 
tanto σ como σ+. Las pendientes obtenidas tanto para ρ = -0,54 y ρ+ = -0,50, 
como para ρ = -4,6 y ρ+ = -4,3, son negativas. Este hecho sugiere que en el estado 
de transición se genera una carga parcial positiva y pone de manifiesto que en 
ambos casos la presencia de grupos atractores de electrones disminuye la 
reactividad de los óxidos de estireno con el agua. Blumestein et al. comprobaron 
mediante marcaje isotópico que la adición de disolvente en ausencia de catálisis se 
producía mayoritariamente en posición bencílica, acorde con el signo negativo 
encontrado para ρ. Los valores de ρ y ρ+ para la reacción de hidrólisis catalizada 
por iones hidronio, son similares a los encontrados por otros autores al estudiar de 
forma directa la reacción de hidrólisis (en agua pura) o alcoholisis de una serie de 
óxidos de estireno sustituidos (ρ+ = -4,2 y -4,1, respectivamente).238 La 
concordancia en los valores de ρ obtenidos por nosotros indirectamente (a partir 
del estudio de la reacción de alquilación o de la reacción de hidrólisis en otros 
medios) con los encontrados en estudios directos, sugieren que la metodología 
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Figura 2.3.36. Correlación de Hammett 
de logkohid frente a σ.  
Figura 2.3.37. Correlación de Hammett de 
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utilizada en nuestro trabajo es adecuada. El valor de las pendientes, en valor 
absoluto, mayor para  que para  indica: que en el estado de transición formado 
para la reacción catalizada se genera una mayor carga positiva en el lugar reactivo 
del anillo oxiránico que en el correspondiente al de la reacción espontánea y, en 
consecuencia, que los sustituyentes tienen un mayor efecto en la cinética de la 




























Figura 2.3.38. Correlación de Hammett logkhid
AD σ. 
En cuanto a la reacción de hidrólisis del aducto β, se observa una buena 
correlación de Hammett para las constantes de velocidad, excluyendo los valores 
correspondientes a pBrSO (figura 2.3.38). El pequeño valor de ρ sugiere que la 
hidrólisis del aducto se ve ligeramente condicionada por los efectos electrónicos de 
los sustituyentes. El aumento del carácter atractor de los mismos produce una 
disminución en  (ρ<0). 
Resulta curioso observar que las constantes de velocidad que se 
obtendrían con un sustrato de nucleofilia n=2 (kn=2 y kn=2α) para las reacciones de 
alquilación en Cβ y Cα, respectivamente (figura 2.3.39 y figura 2.3.40) disminuyen 
con la presencia de grupos atractores de electrones. En los estados de transición 
formados en ambas reacciones se desarrollará una cierta carga positiva en el 
carbono reactivo, concordante con el hecho de que los oxígenos del ADN 
kADhid
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reaccionen generalmente a través de reacciones SN1. Se forme o no el carbocatión 
correspondiente, es claro que la reacción transcurre con deficiencia electrónica. 




















































Figura 2.3.39. Correlación de Hammett 
para logkn=2. 
Figura 2.3.40. Correlación de Hammett 
para log kn=2α. 
La reacción de alquilación a través del carbono bencílico no sufre cambio 
sustancial con la nucleofilia del sustrato de alquilación. Tanto con NBP o la N7 de 
la guanina (n=3,5) como con los oxígenos del ADN (n=2), al aplicar la ecuación 
de Hammett se obtienen líneas rectas de pendiente negativa (ρ n=3,5 = -1,97 y ρ n=2 
= -1,57). Sin embargo, existe una fuerte dependencia de las constantes de 
alquilación correspondientes al ataque sobre Cβ (ρ n=3,5 = +0,09 y ρ n=2 = -0,39). 
Este hecho permite deducir que en el estado de transición para la reacción de 
alquilación en Cβ con la NBP o el N7 de la guanina se genera una carga parcial 
negativa y para la reacción con los oxígenos del ADN una carga parcial positiva.  
Se puede concluir pues, que todas las reacciones estudiadas se ven 
afectadas en mayor o menor medida por la presencia de sustituyentes en posición 
para. La presencia de grupos atractores de electrones produce la disminución de las 
constantes de velocidad para todas las reacciones estudiadas (SO> pClSO > 
pBrSO > pNSO) salvo para la reacción de alquilación de NBP a través del carbono 
bencílico, que se ve favorecida. 
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2.3.4.1.2 Parámetros químicos 
Junto al análisis comparativo de los valores obtenidos para las constantes de 
velocidad de todas las reacciones involucradas, es importante averiguar los efectos 
de otros parámetros como eficacia (f ) y eficiencia de alquilación (AL), la 





































Figura 2.3.41. Eficacias de alquilación 
total, α, y β (ftotal, fα y f, respectivamente) 
para la serie de pXSO estudiados. T = 37,5 
ºC; pH = 7,0; Medio 7:3 agua: dioxano. 
Figura 2.3.42. Variación de la vida del 
aducto β, AL, para la serie de pXSO 
estudiados. T = 37,5 ºC; pH = 7,0; Medio 
7:3 agua: dioxano. 
La figura 2.3.41 ilustra la variación de la eficacia de alquilación para los 
óxidos de estireno p-sustituidos. La eficacia de alquilación total, ftotal, y la 
correspondiente a la alquilación en Cβ, f, aumentan con la capacidad atractora de 
electrones de los sustituyentes. Sin embargo, fα se comporta de forma opuesta, 
disminuyendo con la presencia de grupos atractores de electrones. Esto sugiere 
que la formación de aductos α y β está interrelacionada. En todos los casos la 
proporción de aducto β formado es mucho mayor que la del α. La fracción 
alquilada total, para todos los pXSO, mayor de 0,5, indica: i) que la reacción de 
alquilación es mayoritaria; más del 50% del epóxido inicial da lugar a la formación 
de aductos NBP-pXSO; ii) el producto de hidrólisis representa entre el 13 y el 40% 
de la totalidad de los productos de la reacción (0,87 > ftotal > 0,6); iii) 
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consecuentemente, al estudiar la reacción de alquilación de NBP por pXSO es 
necesario tener en cuenta la hidrólisis de pXSO.  
Los valores de f indican que todos los óxidos de estireno estudiados son 
agentes alquilantes potentes. Las fracciones de alquilación se encuentran entre las 
mayores obtenidas para compuestos estudiados en nuestro laboratorio,165,167,199,201 
que incluyen agentes alquilantes tan potentes como la β-propiolactona. Además, 
entre los óxidos de estireno estudiados, aquellos con sustituyentes atractores en 
para presentan una mayor tendencia a producir alquilación que a ser hidrolizados. 
El pNSO es el que forma mayor cantidad de aducto: el 87% del epóxido inicial 
interviene en la formación de aducto (sólo β) mientras que el 13% restante es 
hidrolizado. Por el contrario, el SO es el que más se hidroliza (40%). De entre los 
pXSO estudiados, SO es también el que da lugar a una mayor proporción de 
aducto α (el 20% de SO inicial participa en la formación de aductos α). 
En la figura 2.3.42 se muestra la vida de los aductos β NBP-pXSO. Los 
valores de AL, muy elevados, reflejan que los aductos β son bastante estables, 
particularmente al ser comparados con otros compuestos estudiados previamente 
en nuestro grupo, cuyas vidas no superan los 11 minutos.199,201 El agente alquilante 
que posee mayor eficiencia de alquilación es el pNSO. Los aductos β formados 
son acumulados y tienen una elevada durabilidad, hasta 8 veces mayor que la de 
los demás aductos β formados. Sin embargo, hay que tener en cuenta que los 
aductos α, son mucho más estables que los β, permanecen estables a lo largo de la 
reacción, y por tanto, cabe pensar que den lugar a una mayor actividad biológica. 
Como, en el caso que nos ocupa son tres los factores a considerar para juzgar la 
bioactividad de estos compuestos (f, fα y AL) y cuatro los compuestos estudiados, 
será necesario un mayor número de compuestos para poder elucidar la relevancia 
del papel de cada uno de ellos en términos de actividad biológica.  
Los elevados valores (tabla 2.3.28) de logSNBP y logSNBPα, junto con los 
obtenidos para s y sα (s > 0,7) apoyan el mecanismo de sustitución nucleófila 
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bimolecular propuesto para las reacciones de alquilación en los dos carbonos del 
anillo oxiránico.15,46,64,148,312 También reflejan la preferencia de los pXSO por los 
centros nitrogenados del ADN, altamente nucleofílicos (e.g. N7-G, N3-
A).46,175,303,313,314 Cabe destacar que los valores obtenidos para la alquilación a 
través del carbono bencílico, SNBPα y sα, apenas se ven modificados por la 
presencia de sustituyentes en posición para. La sustitución del anillo aromático no 
influye sustancialmente en la selectividad de la reacción en Cα.  
2.3.4.2   Actividad biológica 
En la tabla 2.3.30 se recoge la actividad mutágena encontrada en la bibliografía 
para pXSO.  
 No se han encontrado valores para las respuestas mutágenas descritas 
mediante el mismo parámetro biológico para todos los compuestos estudiados. 
Así, con el fin de que las respuestas biológicas puedan ser comparadas entre sí se 
han referido todas ellas (RX) a las del óxido de estireno (RH) y se han obtenido las 
correspondientes respuestas mutágenas relativas (RX/RH) para cada compuesto. 
 
Tabla 2.3.30. Respuesta mutágena a la exposición a pXSO en la cepa TA100 de 
Salmonella Typhimurium.  
 
pXSO 
Respuesta mutágena en  
Salmonella Typhimurium 
TA100 (R) 
Respuesta mutágena en  
Salmonella Typhimurium 






SO 1,2 70 1 
pClSO 2 - 1,67 
pBrSO - 140 2 
pNSO 4,7 - 3,92 
 
a:; Ref.80 ; MFmM es la Frecuencia de Mutación para una concentración de compuesto 1mM , y se obtienen del cociente (M-Mo)/N, M 
y Mo son el número de mutantes para el compuesto de estudido y el de control respectivamente y N es el número de de células supervivientes 
por ml de la mezcla de reacción. b: Ref.40 
 A simple vista se puede afirmar que la respuesta mutágena observada en 
Salmonella Typhimurium para los óxidos de estireno aumenta con la presencia de 
grupos atractores de electrones.  
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2.3.4.3 Correlaciones reactividad química-actividad biológica 
La bibliografía recoge numerosos trabajos en los que se ha tratado de correlacionar 
reactividad química y actividad biológica de los óxidos de estireno. Generalmente 
se han seleccionando epóxidos con propiedades muy diferentes tanto en 
polarizabilidad como en volumen y carácter hidrófobo.53,80,81,105,270,337 Se han 
encontrado buenas correlaciones entre mutagenia y volumen molecular, pero 
pobre correlación mutagenia-reactividad. Cuando Tamura y Sugiura trataron de 
correlacionar la reactividad de los óxidos de estireno (en términos de constantes de 
velocidad) con su mutagenia, encontraron que aquella no era el factor más 
influyente, aunque la efectividad mutágena era proporcional a la constante de 
velocidad de alquilación en Cα. Sin embargo, cabe preguntarse si tiene sentido 
intentar correlacionar mutagenia y reactividad cuando en la serie de epóxidos 
existen factores mucho más influyentes que la reactividad. Los resultados de 
Tamura y Sugiura están en aparente contradicción con los de Rosman en su 
estudio de una serie de óxidos de α-metilestireno p-sustituidos. Estos epóxidos, 
que sólo reaccionan en Cβ, poseen capacidad mutágena. Esto plantea la duda de si 
no será también la reactividad en Cβ un factor relevante en la reactividad.  
Para tratar de averiguar el papel de las reactividades en uno y otro carbono 
en la mutagenia hemos escogido una serie de óxidos de estireno con diferentes 
sustituyentes en posición para. Los epóxidos elegidos poseen coeficientes de 
partición y volúmenes moleculares similares,80 para tratar de minimizar o eliminar 
la influencia de los mismos, pero con sustituyentes diferentes, que ejercen 
influencia notable en la reactividad. 
A tal fin, se hizo uso de las respuestas biológicas y los parámetros 
químicos relativos en lugar de sus valores absolutos. Las siguientes expresiones, se 
utilizaron en la búsqueda de correlaciones: 
   a b k k X Y X Ylog R /R log log / (2.3.46) 
 Y a b  Xlog R /R log log (2.3.47) 
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 Y a b X NBPX NBPHlog R /R log log(S /S ) (2.3.48) 
 Y a b s s X X Hlog R /R log ' '( / ) (2.3.49) 
donde a, b, a’ y b’ son parámetros resultantes del ajuste. 
Los valores de los parámetros químicos, PQ, relativos a los del SO, PQrel 
(PQX/PQH), y las respuestas mutágenas relativas, Rrel (RX/RH), junto con el tipo y 
grado de correlación (R2) para Rrel/PQrel se muestran en la tabla 2.3.31 y en la 
figura 2.3.43.  
Tabla 2.3.31. Parámetros químicos de pXSO referidos al SO (PQrel), coeficientes de 
correlación, R2, y tipos de correlaciones entre la reactividad química y la actividad 




( log (Rrel)/PQrel) 
SO pClSO pBrSO pNSO R2 Tipo 
σ 0,00 0,227 0,232 0,78 0,9454 Directa 
log(kalqX/logkalqH) 0,00 -0,02 0,09 0,06 0,3369 Directa 
log(kalqαX/logkalqαH) 0,00 -0,46 -0,38 0,8339 Inversa 
log(kALQX/logkALQH) 0,00 -0,12 -0,01 -0,11 0,3449 Inversa 
log(khidX/logkhidH) 0,00 -0,29 -0,28 -0,62 0,9776 Inversa 
log(kn=2/kn=2H) 0,00 -0,14 -0,07 -0,31 0,8581 Inversa 
log(kn=2α/kn=2αH) 0,00 -0,39 -0,33 0,8565 Inversa 
log (fX/fH) 0,00 0,16 0,20 0,34 0,9833 Directa 
log (fαx/fαH) 0,00 -0,29 -0,29 0,9372 Inversa 
log (ftotalx/ftotalH) 0,00 0,06 0,09 0,16 0,9971 Directa 
log (AlX/ALH) 0,00 0,31 0,94 0,82 0,6423 Directa 
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Figura 2.3.43. Correlaciones entre las respuestas mutágenas relativas (RX/RH) y 
los parámetros químicos relativos totales (■ y -) y los correspondientes a la 
alquilación a través de Cβ (● y …) y a través del carbono bencílico(▲ y - -); 
(Valores experimentales y ajuste lineal, respectivamente); en b) k es la 
constante de alquilación. 
La buena correlación directa log (Rx/RH)/σ ( figura 2.3.43 y tabla 2.3.31), 
contrasta con la ausencia de correlación respuesta mutágena/σ descrita por 
Tamura et al.80 y revela que la mutagenia de los óxidos de estireno, al igual que su 
reactividad, se encuentra influida por factores electrónicos (la presencia de grupos 
aceptores de electrones en para produce un aumento notable en la respuesta 
mutágena en Salmonella Typhimurium).  
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Las correlaciones PQrel/Rrel (tabla 2.3.31) revelan que: 
1) La constante de velocidad que presenta un mayor grado de correlación con
Rrel es la de hidrólisis (relación inversa; figura 2.3.43c y tabla 2.3.31). A medida 
que aumenta la constante de hidrólisis del epóxido, menos concentración de 
éste queda disponible para la alquilación y menores los efectos biológicos; la 
mutagenia de los glicoles es generalmente pequeña o nula. 
2) Se ha observado un elevado grado de correlación ftotalrel/Rrel. (figura 2.3.43 e).
Cuanto mayor es la fracción de epóxido inicial que forma aducto, mayor la 
mutagenia en la cepa TA100 de Salmonella Typhimurium. Como la relación 
frel/Rrel es directa y fαrel/Rrel inversa, la fracción alquilada β será más influyente 
que la α en la mutagenia. Este hecho apoya los resultados obtenidos por 
Rosman et al.105 
3) La vida de los aductos β no es factor determinante en la mutagenia en
Salmonella Typhimurium probablemente porque todos son muy estables. Este 
hecho también podría explicar la excelente correlación ftotalrel/Rrel. Si los aductos 
β no fuesen tan estables, cabría esperar que la fracción alquilada relativa fαrel, y 
no frel, fuese la más influyente en la mutagenia. 
Sería conveniente un análisis más profundo del efecto conjunto de la 
fracción alquilada y la vida del aducto en la mutagenia. Para ello habría que 
disponer de datos sobre una serie de epóxidos más amplia. En cualquier caso, los 
resultados sugieren que, para óxidos de estireno con volúmenes moleculares y 
caracteres hidrófobos semejantes, la reactividad es un factor influyente en su 
mutagenia. 
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2.3.4.4   Conclusiones 
Del estudio comparativo de la reactividad y la actividad biológica de los óxidos de 
estireno se deducen las siguientes conclusiones: 
1. Todas las reacciones estudiadas se ven afectadas por la presencia de
sustituyentes en posición para.
2. La formación de aductos β se ve favorecida por atractores de electrones
en posición para del anillo bencénico. La formación de aductos α sufre el
efecto contrario.
3. Los grupos atractores de electrones causan disminución de las constantes
de velocidad para las hidrólisis de los epóxidos (catalizada por ácido y
neutra) y de los aductos β. La velocidad de estas reacciones disminuye en
el siguiente orden: SO > pClSO >  pBrSO > pNSO.
4. Más del 50% del epóxido inicial da lugar a la formación de aductos y se
forma siempre mayor proporción de aducto β que de α.
5. Para los óxidos de estireno estudiados, tanto la fracción alquilada total y en
Cβ como la vida del aducto β, aumentan con la presencia de grupos
atractores de electrones. Se ha observado comportamiento contrario para
la fracción alquilada en Cα.
6. La selectividad de la reacción en Cα no se ve modificada por la sustitución
en posición para mientras que la selectividad de la reacción en Cβ aumenta
considerablemente con la presencia de grupos atractores de electrones.
7. La presencia de grupos atractores de electrones produce un incremento
notable en la respuesta mutágena en Salmonella Typhimurium.
8. La mutagenia de los óxidos de estireno en Salmonella Typhimurium está
directamente relacionada con la capacidad alquilante –fracción alquilada
total–. Probablemente relacionado con la elevada estabilidad de los
aductos α y β. La fracción alquilada β es más influyente que la α en la
mutagenia.
2.4 Estudio comparativo de los epóxidos lineales 
y aromáticos 
2.4.1 Reactividad química 
2.4.2 Actividad biológica 
2.4.3 Conclusiones generales 
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2.4.1 Reactividad química 
En la tabla 2.4.1 se recogen los valores de los principales parámetros químicos 
obtenidos para los epóxidos estudiados (aromáticos y alifáticos) que reflejan el 
relevante papel de la sustitución en el anillo oxiránico en la reactividad de los 
epóxidos frente a nucleófilos.  
La tendencia general para la alquilación en Cβ se ha analizado mediante la 
ecuación de Taft.340 La pendiente positiva obtenida (figura 2.4.1) indica que la 
reacción de alquilación por epóxidos monosustituidos está favorecida por la 
capacidad atractora de electrones de los sustituyentes (aumento de σ*). Los valores 
encontrados para kalq (tabla 2.4.1) revelan que los epóxidos disustituidos 
reaccionan mucho más lentamente. 
























































Figura 2.4.1. Correlación de Taft para kalqx/kalqPO considerando a) PO,1,2-EB y todos los 
epóxidos aromáticos; b) PO, 1,2-EB y epóxidos aromáticos a excepción de pBrSO. 
De los valores recogidos en la tabla se concluye que: 
1. La tendencia de reactividad encontrada para la alquilación de la NBP por
epóxidos es la misma que las de hidrólisis de éstos y de los aductos β
formados: óxidos de estireno > epóxidos lineales monosustituidos> epóxidos
lineales disustituidos. La presencia de grupos atractores de electrones en
a) b)
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posición para del anillo aromático facilita la ruptura del enlace C-O y el 
impedimento estérico en los disustituidos dificulta la reacción con 
nucleófilos. 
2. Los óxidos de cis- y trans-2,3-epoxibutano son los epóxidos menos reactivos
y forman los aductos β más estables. La estabilidad de los aductos sigue el
siguiente orden: aductos de epóxidos lineales disustituidos > aductos de epóxidos
lineales monosustituidos> aductos de óxidos de estireno.
3. Todos los epóxidos estudiados forman aductos muy estables con la NBP y,
de acuerdo con las fracciones alquiladas obtenidas (excepto los
disustituidos) son agentes alquilantes muy potentes. Más del 60% del
epóxido inicial forma aducto.
4. La influencia de los sustituyentes en el anillo oxiránico en las distintas
reacciones sigue la secuencia: hidrólisis de aductos β > alquilación en Cβ > hidrólisis de
epóxidos > alquilación en Cα. La gran influencia ejercida por los sustituyentes del
anillo oxiránico para la hidrólisis de los aductos β apunta el papel
determinante de esta reacción en el estudio de la efectividad como agentes
alquilantes de los epóxidos. No considerar la reacción conduce a resultados
erróneos.
5. Los valores de selectividad encontrados (s y SNBP) apoyan los dos
mecanismos de sustitución nucleófila bimolecular propuestos para las
reacciones de alquilación en los dos carbonos del anillo oxiránico (SN2’ en
Cα y SN2 en Cβ). 























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































2.4.2 Actividad biológica 
No se han encontrado en la bibliografía los valores de mutagenia en la cepa TA100 
de Salmonella Typhimurium descritas mediante el mismo parámetro biológico para 
todos los compuestos estudiados. Por eso se han calculado las respuestas 
mutágenas relativas de los compuestos utilizando la del PO como referencia (tabla 
2.4.2). 
Tabla 2.4.2. Respuesta mutágena a la exposición de epóxidos en la cepa TA100 de 
Salmonella Typhimurium.  
Epóxido 
Respuesta mutágena en  
Salmonella Typhimurium 
TA100 (R) 
Respuesta mutágena en  
Salmonella Typhimurium 








SO 1,2 1600 70 16,0 1,2 
pClSO 2 - - 26,7 1,4 
pBrSO - - 140 32,0 1,5 
pNSO 4,7 - - 62,7 1,8 
PO - 100,2
 c
- 1,0 0,0 
1,2-EB - 120,6 
d
- 1,2 0,1 
cis-2,3-EB - 19,7 
c
- 0,2 -0,7 
trans-2,3-EB - 3,2 
c
- 0,032 -1,5 
a: Ref. 80 ; MFmM es la Frecuencia de Mutación para una concentración de compuesto 1mM , y se obtienen del cociente (M-Mo)/N, M 
y Mo son el número de mutantes para el compuesto de estudido y el de control respectivamente y N es el número de de células supervivientes 
por ml de la mezcla de reacción. b: Ref. 40; c: Ref. 306; d: Ref. 263. 
Todos los epóxidos objeto de estudio son agentes mutágenos débiles, 
siéndolo particularmente los disustituidos. Con los epóxidos monosustituidos se 
ha comprobado que la respuesta mutágena relativa está correlacionada con la 
capacidad atractora de electrones del sustituyente (figura 2.4.2).  
No se ha tratado de establecer correlaciones cuantitativas reactividad 
química-actividad biológica para la serie de compuestos estudiada porque, a pesar 
de que los volúmenes moleculares y caracteres hidrófobos de los óxidos de 
estireno p-sustituidos son muy similares, difieren sustancialmente de los de los 
epóxidos lineales.  
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Figura 2.4.2. Correlación de Taft para la respuesta mutágena 
relativa en la cepa TA100 de Salmonella Typhimurium.  
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2.4.3 Conclusiones generales 
La investigación de la reactividad y actividad biológica de epóxidos lineales y 
óxidos de estireno han conducido a las siguientes conclusiones: 
1. La alquilación del sustrato 4-(p-nitrobencil)piridina (NBP) por los
epóxidos lineales (EP) tiene lugar en el carbono menos sustituido del
anillo oxiránico, Cβ, para formar, a través de un mecanismo SN2 los
aductos β-NBP-EP, que son inestables y sufren hidrólisis. Con epóxidos
aromáticos (pXSO) la alquilación, además de producirse en Cβ para formar
los aductos inestables β-NBP-pXSO, también tiene lugar en el carbono
más sustituido del anillo oxiránico, Cα, a través de un mecanismo SN2’,
dando lugar a aductos α-NBP-pXSO, estables durante el tiempo de
reacción. El óxido de p-nitroestireno se encuentra en el límite de ambas
series ya que, aunque es un óxido de estireno, reacciona con la NBP sólo
en Cβ, como los epóxidos alquílicos.
2. El estudio cinético ha puesto de manifiesto la necesidad de tener en
cuenta, junto a las reacciones de alquilación propiamente dichas, las de
hidrólisis de los epóxidos y de los aductos β-NBP-epóxido. La elusión de
estas últimas es causa de frecuentes conclusiones erróneas encontradas en
la bibliografía.
3. La reactividad de los epóxidos con NBP y su mutagenia en Salmonella
Typhimurium está controlada por la capacidad atractora de los sustituyentes
del anillo oxiránico. La influencia de estos últimos en las reacciones
implicadas en la alquilación sigue la tendencia: hidrólisis de aductos β > 
alquilación en Cβ > hidrólisis de epóxidos > alquilación en Cα. 
4. La investigación cinética de la reactividad de los epóxidos como agentes
alquilantes, requiere evaluar previamente, para cada uno de ellos, los
coeficientes de absorción molar de los aductos formados. La asunción de
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algunas aproximaciones encontradas en la bibliografía puede conducir a 
conclusiones erróneas.  
5. La constante de velocidad de formación de los aductos β-NBP-epóxido es
independiente del pH mientras que la de formación de los aductos α-
NBP-pXSO aumenta en medio ácido. La hidrólisis de β-NBP-epóxido
presenta catálisis básica y la de hidrólisis de los epóxidos catálisis ácida en
las condiciones de trabajo (pH = 4-7). La presencia de grupos atractores
de electrones en la posición para del anillo aromático facilita la ruptura del
enlace C-O y, en los disustituidos, el impedimento estérico dificulta la
reacción con nucleófilos. La tendencia de reactividad encontrada para la
alquilación de la NBP por los epóxidos es la misma que las de hidrólisis de
los epóxidos y de los aductos β formados: óxidos de estireno > epóxidos
lineales monosustituidos> epóxidos lineales disustituidos.
6. Los valores de la quimioselectividad y constante de sustrato de Swain-
Scott de los epóxidos apoyan los mecanismos propuestos para la
alquilación y son acordes con su mayor afinidad hacia los centros
nitrogenados de las bases del ADN.
7. Se ha encontrado correlación entre la mutagenia in vitro y la reactividad
química de los oxiranos del mismo tipo.
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Desde la publicación en Nature (1953) de una serie de artículos en los que se 
describían la estructura y funcionalidad del ADN, los hallazgos en torno a esta 
molécula –portadora de la información genética– han sido impulsores de una 
revolución que ha sobrepasado el ámbito científico, permitiendo conocer el 
mecanismo de numerosos procesos biológicos. 
 La forma en que el ADN codifica la información biológica no sólo 
depende de su estructura primaria –secuencia de pares de bases– sino también de 
la secundaria –conformación– que tiene un papel importante en las funciones del 
ADN.350-352 Desde que Watson y Crick propusieron el modelo de la doble hélice 
dextrógira para el ADN natural, B-ADN,353 se suele hacer referencia a él como a la 
doble hélice. No obstante, aunque esta conformación es la adoptada más 
frecuentemente, el ADN es una molécula flexible y dinámica que, en determinadas 
condiciones, puede adoptar otras conformaciones.354,355 Así ocurre durante los 
procesos metabólicos del ADN (replicación, transcripción, reparación o 
recombinación)356-358 durante ellos se produce un desenrollamiento parcial del 
ADN que da lugar, temporalmente, a la separación en dos hebras sencillas en una 
determinada región del ADN. Cuando esas hebras presentan secuencias 
repetitivas, pueden formarse estructuras en el ADN con conformación diferente a 
la B.359 Hasta el momento se han identificado, además del ADN B, más de diez 
conformaciones que se encuentran en estados de energía más elevados, A-, C-, Z-, 
H-ADN, estructuras cruciformes, triplex, tetraplex, G-quadruplex-ADN, etc.359  
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3.1.1.1   Formas del ADN 
La aparición de conformaciones alternativas del ADN, se ve favorecida por: i) 
superenrollamiento negativo; ii) unión con algunas proteínas y iii) presencia de 
determinadas secuencias de pares de bases, generalmente repetitivas.360,361 Se ha 
demostrado que los efectos biológicos de secuencias repetitivas no se deben a las 
mismas per se, sino a la conformación alternativa que adquieren.362  
 La investigación de los cambios conformacionales del ADN permite: i) 
conocer las causas que los generan; ii) sus consecuencias biológicas; iii) investigar 
su posible control con fines terapeúticos.355,360,363-365 Gracias a los avances en 
campos como la biofísica, genética humana, genómica y biología molecular, se han 
logrado numerosos avances en la investigación de los efectos biológicos asociados 
a las conformaciones alternativas del ADN.  
3.1.1.1.1 Caracterísiticas de las conformaciones del ADN. 
Las características generales de algunas de las conformaciones más comunes del 
ADN se recogen en la tabla 3.1.1. 
 
Tabla 3.1.1. Características de alqunas conformaciones alternativas del ADN descritas 







B Hélice dextrógira (2H) - WC  
A Hélice dextrógira (2H)  - WC  
C Hélice dextrógira (2H) - WC  
Z Hélice levógira (2H) (GC)n WC  
cruciforme 
ADN B intramolecular 
con lazo 
Secuencias repetidas 














Regiones ricas en G Hoogsten  
E Extrahelicoidal 
(CCG)2-5, (CGC)2, 
(GCC)2 y (CGCCG) 
WC 367,368 
i Intrahelicoidal Regiones ricas en C C/C 359,369 
Medio agua ; WC : Watson y Crick; 2H: doble hebra. 
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 Las características de las conformaciones de doble hélice más comunes 
son las siguientes: 
ADN B: Es la conformación más frecuente del ADN, una doble hélice déxtrógira 
constituida por dos hebras antiparalelas con apareamiento de Watson y Crick 
(figura 3.1.1). La elevada humedad (92%) y las condiciones fisiológicas, en general, 
estabilizan esta forma.  
ADN A: Estructura similar a la de la conformación B pero más ancha y rígida 
(figura 3.1.1). Su formación está favorecida por condiciones de baja humedad 
(75%).  
ADN C: Se forma con concentraciones de sodio elevadas y condiciones de 
humedad intermedia a las que se requiere para la formación de las conformaciones 
A y B. Se suele clasificar como una doble hélice B distorsionada.  
ADN Z: Recibe ese nombre porque el esqueleto de grupos fosfato sigue un patrón 
en zigzag (figura 3.1.1).355,370 Su estructura es de doble hélice levógira y se forma 
en fragmentos con secuencias de alternancia purinas-pirimidinas. El cambio 
conformacional B-Z, al que nos referiremos más adelante, es reversible y está 
dirigido por diversos factores.365,370-372 Se ha demostrado que tiene lugar in vivo.361 
   
A B Z 
Figura 3.1.1. Modelos de las formas A, B y Z del ADN. 
 En la tabla 3.1.2 se recogen las características estructurales de las 
conformaciones de doble hélice más comunes. 




Tabla 3.1.2. Características estructurales de las principales conformaciones de doble 
hélice del ADN.  
 
Parámetros B-DNA Z-DNA A-DNA C-DNA 
Sentido de rotación de hélice Dextrógira Levógira Dextrógira Dextrógira 
Proporciones generales Alargada y fina Alargada y fina Corta y ancha  
p.b. por vuelta de hélice 10.5 12 11 9, 
p.b. por repetición de hélice 1 2 1 1 
Alzada por p.b. (A˚ ) 3.3 3.72 2,6 3,3 
Alzada por vuelta de hélice (A˚) 34 45 25-26  







Diámetro de compactación  
de la hélice (A˚ ) 
∼20 ∼18 ∼25 ∼19 
Conformación de los enlaces 
glicosídicos 
anti 
anti en C 








la superficie de 
la hélice 




Angosto y de 
profundidad 
intermedia 
Muy angosto y 
profundo 
Muy ancho y 
poco profundo 
 
Ubicación del eje de la hélice 
A través de los 
p.b. 
Surco menor Surco mayor  
 
Medio agua ; p.b: pares de bases. 
3.1.1.1.2 Factores que determinan la conformación del ADN 
Entre los factores que determinan la conformación que adopta el ADN 
destacan:373 la concentración de sales,374 la modificación de las bases,375,376 el 
superenrollamiento,377 la actividad del agua,378 la temperatura y la presión. 
3.1.1.1.3 Efectos biológicos de las conformaciones alternativas del ADN  
Las conformaciones alternativas del ADN son generalmente adoptadas por los 
lugares más frágiles del neoplasma humano.379 Por ello contribuyen a la 
inestabilidad genética:380 i) generan reordenamientos genómicos graves; ii) afectan 
a la replicación y transcripción; y iii) son la base molecular de más de setenta 
enfermedades genéticas humanas:361 desórdenes neurológicos hereditarios, 
enfermedades psiquiátricas, mieloma, leucemia o linfomas.361,381  
3.1.1.1.4 Metodología utilizada para estudiar los cambios conformacionales 
Para estudiar los cambios conformacionales del ADN se han aplicado tanto 
técnicas experimentales como computacionales. Entre las técnicas más utilizadas 
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cabe destacar: el dicroísmo circular (DC), resonancia magnética nuclear (RMN), 
difracción de rayos X, espectroscopias de UV, de IR y Raman.382  
3.1.1.2 ADN Z 
De entre todas las conformaciones posibles que puede adquirir el ADN hemos 
centrado nuestra atención sobre la conformación Z y sobre el cambio 
conformacional B-Z, objeto de estudio del presente trabajo. 
Descubrimiento del ADN Z. 
En 1972, Pohl y Jovin descubrieron que al añadir una elevada concentración de sal 
a un polinucleótico sintético, con una secuencia alternada d(GC)n, se producía la 
inversión de su espectro de DC. Este hecho revelaba un cambio conformacional en 
el mismo.383 Poco después se descubrió que la presencia de etanol producía el 
mismo efecto.378,384 En 1979 se estudió por primera vez la estructura del d(CG)3 
con cristalografía de resolución atómica y se descubrió que la nueva estructura 
adoptada era de doble hélice con apareamiento de bases de Watson y Crick, pero 
levógira, no destrógira como se esperaba. Se hizo patente que el cambio 
conformacional descrito por Pohl y Jovin correspondía a la transición B-Z.378 
Mediante el análisis de la forma Z del ADN con diferentes técnicas físico-químicas 
se ha demostrado que su estructura no es única sino que existe una familia de 
formas levógiras del ADN. El ADN Z es propenso a la agregación, la forma 
agregada, descubierta por Van de Sande y Jovin con poli(dGdC)2, se ha 
denominado Z*. La transición B-Z* es un proceso cooperativo para el cual se han 
propuesto dos mecanismos diferentes: 
- con tres pasos: nucleación, condensación y agregación.385 
B   B’  Z  Z* 
- con cuatro pasos dos de ellos de nucleación, Bnucl, monomolecular y Znucl, 
bimolecular (entre dos hebras de ADN).386 
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B   Bnucl  Z   Znucl  Z* 
3.1.1.2.1 Factores que favorecen su formación 
Aunque el ADN se encuentra generalmente en la forma B, numerosos factores 
químicos y ambientales promueven el cambio conformacional B-Z. A 
continuación se reseñan algunos de ellos. 
a) Secuencias de pares de bases 
La estructura primaria del ADN influye en el cambio conformacional B-Z. Las 
secuencias que permiten la adopción de la conformación Z son repetitivas. La que 
más facilita el cambio conformacional B-Z alterna pirimidinas y purinas d(CG)n; por 
ello suele utilizarse el polinucleótido sintético poli(dGdC)2 para estudiar el cambio 
conformacional B-Z in vitro. Otras secuencias requieren más energía de 
estabilización, en orden creciente, d(TG)n, d(GGGC)n y d(TA)n.350,360,373 
b) Condiciones de elevada concentración salina387  
Las interacciones electrostáticas tienen un papel fundamental en la formación del 
ADN Z. En la conformación Z algunos grupos fosfato se encuentran muy 
cercanos entre sí y la repulsión electrostática entre ellos, cargados negativamente, 
es muy grande, mucho mayor que en el ADN B. Por ello, la conformación Z del 
ADN, se encuentra desestabilizada en condiciones fisiológicas. Sin embargo, en 
condiciones de elevada concentración salina, la repulsión electrostática disminuye 
considerablemente y la conformación Z del ADN se ve favorecida. 
 Cuando la transición B-Z se produce por la presencia de sales de diversos 
iones, en el cambio conformacional influyen diversos factores: 
 - La naturaleza del catión.388 En presencia de iones metálicos alcalinos (Na 
(I), K(I), Rb(I), Cs(I), Li(I)) la transición B-Z se produce en concentraciones 
salinas elevadas 2,3-5 M. Con los cationes Ca(II) y Mg(II) las concentraciones 
necesarias son más bajas, 0,1-0,7 M.376 En presencia de iones de metales de 
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transición (Mn(II), Co(II), Ni(II), y Zn(II)) bastan concentraciones milimolares o 
submillimolares.387,389  
- Temperatura y presión también modificarán la concentración salina 
necesaria para que se produzca el cambio conformacional.390  
c) Modificaciones químicas a bajas concentraciones salinas
c.i) Metilación de la guanina en la posición N7 
La metilación en la posición N7 de la guanina facilita la formación de la forma Z 
del poli(dG-dC).391-393 En concentraciones salinas similares a las fisiológicas, si 
todos los residuos de desoxiguanosa se encuentran metilados, la forma 
predominante del ADN es la Z –la metilación reduce la concentración de sal e 
incrementa la velocidad a la que se produce la conversión B-Z del ADN.391,394 Este 
fenómeno se debe en parte a la presencia de una carga positiva en el residuo de la 
guanosina, que disminuye las repulsiones entre los grupos fosfato de las dos 
cadenas del nucleótido.376,391  
c.ii) Bromación o metilación de la posición C-5 de la citosina o C-8 de la guanosina 
Cuando la metilación o bromación de la citosina en C5 se producen en regiones de 
secuencias alternadas dCdG facilitan la formación de la forma Z.376,395 La 
presencia de un sustituyente voluminoso, incapaz de acomodarse en el espacio que 
le queda en conformación anti, desplaza el equilibrio en favor de la conformación 
sin y, por tanto, de la forma Z del ADN.395 La metilación de la citosina es un factor 
estabilizante para los segmentos de Z ADN in vivo, y puede actuar como 
desencadenante del desplazamiento del equilibrio B-Z en el interior de las 
células.375 
d) Condiciones de superenrollamiento negativo elevado
El superenrollamiento negativo consiste en el retorcimiento de la doble hélice en 
el sentido que produce el desenrollamiento local de la misma.  
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En el ADN natural las regiones que se encuentran en la forma Z están 
embebidas en regiones que permanecen en la forma B. La formación de las 
uniones B-Z en el ADN supone una barrera energética considerable. Esto es 
acorde con la hipótesis de que la energía necesaria para formar el ADN Z in vivo es 
producida durante los procesos metabólicos del ADN, como la transcripción o la 
replicación.359,396-398 La formación de la forma Z tendrá lugar cuando el 
polinucleótido esté sometido a una elevada tensión de torsión. 373,397 
e) La presencia de disolventes deshidratantes
La forma Z del ADN es estabilizada por disolventes que deshidratan el ADN, 
como etanol, metanol o etilenglicol, que aumentan los efectos iónicos y producen 
la agrupación de los contraiones cerca del ADN. El ADN Z se encuentra más 
protegido frente a las repulsiones de los grupos fosfato y, por tanto, estabilizado 
en presencia de disolventes deshidratantes del ADN.382  
f) Unión con proteínas
Existen determinadas proteínas y anticuerpos que se unen de forma selectiva al 
ADN Z. Las proteínas actúan como estabilizadoras del ADN Z, al unirse al 
mismo, no como inductoras del cambio conformacional B-Z.399  
3.1.1.2.2 Formación del Z-ADN in vivo 
Se han realizado numerosos estudios para demostrar la formación del ADN Z in 
vivo; y su formación como resultado de procesos metabólicos. Esta hipótesis se ha 
visto apoyada por resultados de estudios computacionales y por el hallazgo de 
proteínas que se unen de manera específica al Z-ADN.358,361,400 Sin embargo, 
obtener evidencias experimentales no resulta sencillo pues sólo un 1% del ADN 
genómico natural es capaz de adoptar una conformación de hélice Z, y, en los 
genes humanos oscila entre el 35 y el 62%.350 
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3.1.1.2.3 Efectos biológicos 
Se ha demostrado que la transición B-Z tiene lugar en las células vivas y que puede 
afectar tanto a la mutagénesis como a la iniciación de la transcripción y 
recombinación.350 Las secuencias repetitivas que facilitan el cambio 
conformacional B-Z aparecen habitualmente en el ADN telomérico y en la región 
promotora de algunos oncogenes.359 Por eso se ha relacionado la formación del 
ADN Z con la carcinogénesis. 
3.1.1.2.4 Coordinación del ADN con metales 
El ADN se encuentra en disolución formando complejos con contraiones que, 
junto con la esfera de hidratación, determinan su estructura. Los iones metálicos 
pueden alterar la estructura secundaria o terciaria del ADN regulando, en cierto 
modo, sus funciones.401  
Las tres cuestiones fundamentales para caracterizar la unión ion metálico-
ADN son: i) en qué átomos del ácido nucleico se produce la unión con el metal ii) 
cómo afecta la interacción a la estructura del ADN; y iii) cuál es la afinidad de la 
unión.  
Los ácidos nucleicos contienen fundamentalmente cuatro centros de unión 
con los iones metálicos:402 
a) Los átomos de oxígeno del grupo fosfato, cargados negativamente.  
b) Los grupos hidroxilo de la ribosa.  
c) Los nitrógenos de los anillos de las bases. 
d) El grupo cetónico exocíclico de las bases.  
La coordinación de los iones metálicos con el ADN es un proceso 
fundamental para neutralizar la carga de éste y controla sus funciones biológicas. 
En contraposición, puede dar lugar a la desestabilización de la conformación B del 
ADN, particularmente si, en lugar de coordinarse con el grupo fosfato, lo hace 
con un átomo de las bases. La afinidad de los iones metálicos por las bases frente a 
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los grupos fosfatos disminuye en el siguiente orden: Hg(II)> Cu(II)> Pb(II) > 
Cd(II)> Zn(II)> Mn(II)> Ni(II), Co(II)> Fe(II)> Ca(II)> Mg(II),Ba(II).403 
 La acumulación de algunos iones metálicos o su deficiencia se han 
relacionado con el desarrollo de algunas enfermedades.404 Algunos estudios han 
sugerido que la forma Z del ADN promovida por Ni(II) puede estar involucrada 
en la carcinogenia asociada a la exposición a este metal.405,406  
3.1.1.2.5 Cambio conformacional B-Z facilitado por metales 
El papel de los metales en el cambio conformacional B-Z y la estabilización de la 
forma levógira es doble: i) la esfera de coordinación externa (electrostática) se 
coordina con los residuos de fosfato cargados negativamente, produciendo una 
nube de ion metálico cargado positivamente alrededor del esqueleto del polímero, 
lo que estabiliza la forma Z; ii) la esfera de coordinación interna se coordina con 
los fosfatos y los nitrógenos de las bases formando posibles quelatos que son más 
estables en la forma Z que en la B.407 La presencia de aniones puede afectar a la 
estabilización de la forma Z, por formación de complejos con los iones 
metálicos,408,409 y el AEDT es capaz de desplazar los cationes metálicos y producir 
el retorno de la forma Z a la B.410 
No sólo los iones metálicos sino también los complejos metálicos pueden 
inducir la formación de la forma Z (son estabilizados en la superficie del ADN 
principalmente por atracción electrostática).411-417 Otros no son capaces de 
promover la transición pero sí de estabilizar la forma Z.418 
 Aunque la formación del complejo metálico previa al cambio 
conformacional pueda parecer esencial para que éste se produzca, existen otros 
procesos concurrentes que explican el comportamiento de los iones metálicos en 
la inducción de la transición B-Z.  
Algunos metales como Ni(II), Co(II), La(II), Ce(II), Tb(II) y Zn(II) dan 
lugar a curvas de transición bifásicas. Se ha comprobado que con Ni(II), Co(II) y 
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Cr(III) tiene lugar la formación de un complejo estable ADN-catión que actúa 
como intermedio en la transición B-Z, que se corresponde con la forma C del 
polinucleótido, teniendo lugar así la transición B-C-Z. Sin embargo, en el caso del 
Zn(II) se observa que el intermedio de transición no se corresponde con la forma 
C y la conformación final tampoco corresponde con la conformación Z adoptada 
por los otros metales.419 Algunos autores han propuesto que el ZnCl2 no produce 
cambio conformacional a la forma Z del polinucleótido, mientras que otros han 
comprobado que la forma Z aparece a concentraciones relativamente bajas.420 
El niquel 
Los iones Ni(II) son capaces de promover la transición B-Z no sólo del 
poli(dGdC)2 sino también de poli(dA-dT)2421 y de poli(dA-dC)poli(dG-dT).407,422 
Estudios del espectro de infrarojos de polinucleótidos doble-hebra deuterados han 
mostrado que la coordinación de Ni(II) con la posición N7 de las purinas favorece 
la formación de la forma Z.423 
El zinc 
El zinc es un elemento traza esencial que después del hierro, es el metal más 
abundante en el cuerpo humano.424 El papel de este metal es fundamental en la 
química y bioquímica de los ácido nucleicos. En un estudio realizado acerca del 
cambio conformacional B-Z utilizando diferentes ligandos con el zinc, se ha 
comprobado que los cambios observados en el espectro de dicroísmo circular son 
independientes del ligando. Se observan diferentes transiciones: una pequeña 
disminución de la intensidad de las bandas observadas en 275 y 290 nm con un 
punto isosbéstico poco definido en torno a 260 nm. La especie formada 
correspondería a una forma de las familias de las B. A concentraciones más 
elevadas de complejo metálico se observa un segundo paso, mucho más lento, la 
transición B-Z caracterizada por la aparición de un punto isosbéstico a 278 nm y 
una banda negativa a 292 nm.425 
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3.1.1.2.6 Método utilizado para estudiar el cambio conformacional B-Z 
3.1.1.2.6.1 Dicroísmo circular  
Los datos obtenidos por espectroscopia de dicroísmo circular (DC) han tenido un 
papel fundamental en la mayoría de los descubrimientos sobre la estructura 
secundaria del ADN. Es una técnica sensible, rápida, simple y relativamente 
barata, que presenta numerosas ventajas a la hora de determinar las propiedades 
conformacionales de las moléculas de ADN.426 Se puede utilizar para seguir el 
cambio conformacional B-Z con moléculas de ADN de longitudes muy diversas y 
para un amplio margen de concentraciones.  
3.1.1.2.6.2 Espectroscopia UV-visible 
Los ácidos nucleicos absorben en la región del UV lejano, con un máximo de 
absorbancia en torno a 260 nm. Esta absorción se debe a transiciones Π-Π* ( y en 
menor medida a transiciones n-Π*) de los electrones de los anillos púricos y 
pirimidínicos. El enlace por puente de hidrógeno y el apilamiento de bases con la 
doble hélice producen una notable disminución de la intensidad de absorción en 
comparación con la forma enrollada aleatoriamente. Algunas alteraciones en la 
estructura del ADN se reflejan como un desplazamiento, hiper o hipobatocrómico 
en el espectro de UV.419 
 Para monitorizar los cambios que se producen en la región UV del 
espectro se puede representar el cociente de absorbancias A295nm/A260nm, sensible 
a los cambios del espectro UV producidos por la transición B-Z. La relación 





3.1.2 Materiales y método 
Se utilizó la sal sódica del ácido poli(desoxiguanílico-desoxicitidilico) (poli) 
suministrada por Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania) sin purificación posterior. 
El etanol usado fue Fluka (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) como el cloruro 
sódico utilizado para mantener la fuerza iónica y el cacodilato sódico empleado 
para mantener las disoluciones a un pH constante de 7,0. La sal sódica dihidratada 
del ácido etilendiaminotetraacético (AEDT) utilizada fue Sigma-Aldrich 
(Steinheim, Alemania). 
 Se preparó una disolución madre de poli(dGdC)·poli(dGdC) en agua 
ultrapura, cuya concentración se determinó mediante espectroscopia UV-vis –
[poli] = 9,32·10-4 M, expresada como molaridad de pares de bases (pb)–. Se 
prepararon también disoluciones stock de tampón cacodilato sódico, NaCac (0,01 
M), NaCl (0,1 M), ZnCl2 (0,014 M), NiCl2 (0,014 M) y AEDT (0,01 M). Las 
concentraciones de las disoluciones de ZnCl2 y NiCl2 se determinaron mediante 
valoración con AEDT, utilizando como indicadores negro de eriocromo y 
muréxida respectivamente. 
 Se comprobó que en ausencia de agentes promotores del cambio 
conformacional, el poli(dGdC) permanece estable en las condiciones de trabajo. Se 
utilizaron los espectros de UV-vis para valorar el poli(dGdC)·poli(dGdC) con 
ZnCl2, NiCl2 y con EtOH, con el fin de realizar un estudio comparativo de estos 
dos agentes que producen el cambio conformacional de la forma B a una forma de 
la familia de las Z (Z, Z* u otras). 
 Las medidas espectrofotométricas se hicieron con un espectrofotómetro 
UV-vis Shimadzu con portacubetas acoplado a un termostato con recirculación 
que permite mantener la temperatura constante (± 0,1 ºC). 
 Las medidas de pH se hicieron con un pH metro Metrohm 713. 
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 Tanto en las titulaciones del poli(dGdC) con los agentes promotores del 
cambio conformacional como en los experimentos cinéticos se sigue, inicialmente, 
el mismo procedimiento: en la cubeta de medida y en la de referencia se añade el 
medio de reacción –disolución acuosa de NaCl, para mantener la fuerza iónica y 
cacodilato sódico para mantener pH 7–. A continuación se añade en la cubeta de 
medida con una micropipeta un pequeño volumen de la disolución stock de 
poli(dGdC)·poli(dGdC) y en la cubeta de referencia el mismo volumen de agua 
ultrapura. Se termostata en el portacubetas. Termostatada la mezcla, se añade el 
volumen de disolución, también termostatada, del agente promotor del cambio 
conformacional (NiCl2, ZnCl2, AEDT o EtOH) que contiene cacodilato y NaCl 
para no modificar las condiciones de trabajo.  
 Los experimentos cinéticos se llevaron a cabo monitorizando la variación 
temporal de la absorbancia a una determinada longitud de onda a partir del 
momento en que se añade el agente promotor del cambio conformacional.  
 Las titulaciones de poli(dGdC) con los agentes promotores del cambio 
conformacional se hicieron mediante adiciones sucesivas de disolución de los 
mismos (pH 7 e I = 0,1 M). Para cada adición se obtienen varios espectros hasta 




3.1.3 Resultados y discusión 
Se investigó el cambio conformacional producido en el 
poli(dGdC)·poli(dGdC) por: i) metales divalentes, Ni (II) y Zn(II), haciendo uso 
de los cloruros correspondientes; y ii) un disolvente que produce la deshidratación 
del ADN, EtOH. 
3.1.3.1 Estudio cinético espectrofotómetrico de la reacción del 
poli(dGdC) en presencia de NiCl2 
Algunos autores han comprobado que la transición B-Z en presencia de 
NiCl2 está desfavorecida por la presencia de iones Cl-.408 Otros, a fuerza iónica 0,1 
M ajustada con NaCl, no han observado la forma Z.389 Sin embargo, a fuerzas 
iónicas mucho más elevadas (1,6-1,7 M) han observado la transformación B-Z del 
poli(dGdC). Se ha valorado el poli(dGdC) con NiCl2 para comprobar si en las 
condiciones de trabajo (pH = 7,0,  T = 25,0 ºC e I = 0,1 M) se produce la 
transición B-Z y, en ese caso, determinar el margen de concentraciones a las que 
tiene lugar el cambio conformacional.  
Se han registrado los espectros de UV tras cada adición de NiCl2 (figura 
3.1.2) y se ha obtenido el espectro diferencial (figura 3.1.3) mediante tratamiento 
de datos.  Los espectros diferenciales obtenidos para distintas concentraciones de 
NiCl2 muestran un máximo a la longitud de onda de 295 nm, aproximadamente, y 
un mínimo a 250 nm. El punto isosbéstico aparece en torno a 270 nm. La 
morfología de los espectros diferenciales obtenidos en la valoración de poli(dGdC) 
(figura 3.1.3), es típica del cambio conformacional B-Z promovido por Ni (II).389 
Se ha representado la relación A295/A260 obtenida en la valoración de 
poli(dGdC) frente a la concentración de Ni(II) (figura 3.1.4). El perfil es 
característico de una transición B-Z bifásica, lo que indica que la reacción tiene 
lugar en dos etapas. 

































Figura 3.1.4. Variación de la relación A295nm/A260nm con 
la concentración de NiCl2. T = 25,0 ºC; pH =7,0; I = 
0,1 M (NaCl); [poli]o =1,33·10
-4 M. 
 La característica fundamental que distingue una transición de este tipo en 
la representación del cociente de absorbancias (A295/A260) es la existencia de: 
 i) Una primera meseta de pretransición que para algunos metales divalentes 
corresponde a una proporción de absorbancias en torno a 0,20 (0,17 para Ni(II)). 
Esta meseta se ha asociado a la formación de un complejo catión metálico-
(nm)





















Figura 3.1.2. Espectros obtenidos para la 
valoración de poli con NiCl2. T = 25,0 ºC; 
pH = 7; I = 0,1 M (NaCl); [poli]o =1,33·10
-
4 M; [NiCl2] = (0-2,26)·10
-3 M. 
Figura 3.1.3. Espectros diferenciales 
obtenidos para la valoración de poli con 
NiCl2. T = 25,0 ºC;   pH=7; I = 0,1 M 
(NaCl); [poli]o =1,33·10
-4 M; [NiCl2] = (0-
2,26)·10-3 M. 
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polinucleótido estable, conformación C,373 que se diferencia de la B en el número 
de bases por giro, el enrollamiento.427  
ii) La aparición de una segunda meseta que presenta una relación de absorbancias 
A295/A260 característica, 0,3-0,4, (0,32 para Ni(II)).419 Esta segunda meseta 
corresponde a la completa conversión del poli(dGdC) a la forma Z. 
 Los resultados obtenidos sugieren que, en las condiciones de trabajo (pH 
7, 25,0 ºC y fuerza iónica 0,1 M) el poli(dGdC) experimenta un cambio 
conformacional B-C-Z con la adición de NiCl2. Los espectros de DC obtenidos en 
la titulación del poli(dGdC) con NiCl2 corroboran que, para la segunda meseta de 
la figura 3.1.4, el poli(dGdC) se encuentra en conformación Z.  
 En las condiciones de estudio se ha propuesto el siguiente esquema para el 
cambio conformacional B-Z.  
 
Esquema 3.1.1. Reacciones involucradas en el cambio conformacional B-Z promovido 
por la presencia de Ni(II). 
 La tabla 3.1.3 muestra los intervalos de Ni(II)/poli(dGdC) en que se 
producen las transiciones B-C y C-Z. El cambio conformacional B-C tiene lugar 
de forma poco cooperativa. Sin embargo, el cambio conformacional C-Z se 
produce en un intervalo Ni(II)/poli(dGdC) muy pequeño, lo que indica que el 
proceso es muy cooperativo. Los valores obtenidos por nosotros son coherentes 
con los obtenidos a 37,0 º C por otros autores (tabla 3.1.3). El aumento de la 
temperatura facilita el cambio conformacional. 
 




Tabla 3.1.3. Intervalos de proporciones molares 








37,0a 0-3,4 3,4-5,2 
25,0  0-16,1 16,1-19,6 
*Proporciones molares; a: Ref.:419 
 
[Ni(II)] / [poli]


















































Figura 3.1.5. Variación de la absorbancia 
a 293 nm con la concentración de NiCl2. . T 
= 25,0 ºC; pH = 7,0; I = 0,1 M (NaCl); 
[poli]o=1,33·10
-4 M. 
Figura 3.1.6. Variación de la absorbancia 
a 254 nm con la concentración de NiCl2. . 
T=25,0 ºC; pH=7,0; I = 0,09 M (NaCl); 
[poli]o=1,33·10
-4 M. 
 Se han representado: i) la variación de absorbancia en 293 nm para cada 
concentración de NiCl2 (ΔA293nm (figura 3.1.5)) y ii) la diferencia de absorbancias 
en 254 nm, experimental y teórica corregida, para la dilución correspondiente 
(A254nm (exp-teor) (figura 3.1.6)).  
 Las curvas obtenidas son análogas a las encontradas utilizando el cociente 
A295nm/A260nm (figura 3.1.4). Por lo tanto, el seguimiento del cambio 
conformacional B-Z puede realizarse a otras longitudes de onda. 
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3.1.3.1.1 El equilibrio de asociación 
Se sabe que el Ni(II) se puede unir a dos posiciones en el ADN, la N7 de la 
guanina y los grupos fosfato. Al representar la variación de absorbancia ΔA293nm 
frente a la concentración de NiCl2 (figura 3.1.5), se observa que, a concentraciones 
bajas ([NiCl2]<1,8·10-3M) tiene la forma esperada para un equilibrio de asociación 
cuya constante se obtiene de forma sencilla a partir de estos datos.389 Este mismo 
comportamiento fue observado por Schoenknecht et al. al estudiar el cambio 
conformacional producido por el ion Ni(II) en el poli(dG-dC) a diferentes fuerzas 
iónicas.389  
 La expresión para la constante de asociación para cualquier metal (M) 







donde [M2+] es la concentración del metal y [S] la concentración de sitios de 
asociación o unión del polinucleótido. Ka, según el mecanismo propuesto 
(esquema 3.1.1), se puede definir también como: 

 1 1/aK k k  (3.1.2) 
 Si el proceso de asociación se describe como enlace a una sola clase de 
sitios independientes, la constante se puede obtener a partir de la expresión de 







[M ] [M ]1
=
A K A A  (3.1.3) 
 Para una fuerza iónica I = 0,1 M siguiendo la reacción en el intervalo λ = 
260-310 nm la variación de absorbacia es acorde con un proceso de unión 
simple.389 Así se obtiene el valor de la constante de asociación (figura 3.1.7) a partir 
de la ordenada en el origen: Ka Ni = (3,4 ± 0,4)·103 M-1( T = 25,0 ºC y pH = 7,0). 
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Su valor es del orden de los bibliográficos y mayor que el encontrado a 20,0 ºC, 




























Figura 3.1.7.Obtención de la constante de binding del poli(dGdC) por NiCl2. T 
= 25,0 ºC; pH = 7,0; I = 0,1 M (NaCl). 
3.1.3.1.2 Cambio conformacional B-Z 
En las condiciones de trabajo la transición B-Z del poli(dGdC) se produce a 25,0 
ºC para una fuerza iónica I = 0,1 M, próxima a la fisiológica (0,12-0,26 M).371,428 
Schoenknecht et al. en su trabajo realizado en condiciones próximas a las utilizadas 
por nosotros (pH 7,0 y fuerza iónica 0,1 M) a excepción de la temperatura, 20 ºC, 
observaron unión de Ni(II) con el poli(dGdC) pero no el cambio conformacional 
B-Z posterior.389 Se puede afirmar así que el efecto de la temperatura es 
fundamental en el estudio de las transiciones B-Z.  
Tabla 3.1.4. Valores de la constante de asociación aparente obtenida para el 










0,001 1600 ± 500 
0,01 550 ± 120 
0,1 2,0 ± 0,1 
25,0 0,09 3,4 ± 0,4 
 
a: Ref. 389; pH = 7,0; T = 20,0 ºC. 
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 De acuerdo con el mecanismo planteado para el cambio conformacional 
mediado por NiCl2 (esquema 3.1.1), la constante observada, kobs Ni, para ese 











K  (3.1.4) 
 Se ha seguido cinéticamente la reacción de transformación B-Z del 
poli(dGdC) en presencia de NiCl2. La figura 3.1.8 muestra la variación de los 
espectros UV-vis a lo largo del tiempo. Se aprecian dos puntos isosbésticos bien 
definidos a 221 y 267 nm. El perfil cinético a 295 nm (figura 3.1.9) muestra un 
cambio conformacional B-Z particularmente lento que requiere más de dos días 
para alcanzar la meseta. La constante de velocidad observada para el cambio 
conformacional B-Z a 25,0 ºC, pH 7,0  e I = 0,1 M es kobs Ni = (1,4 ± 0,1)·10-5 s-1.  
(nm)




















Figura 3.1.8. Variación temporal de los 
espectros UV-visible para la transición B-Z 
con NiCl2. T = 25,0 ºC; pH = 7; I = 0,1 M 
(NaCl); [poli]o =1,16·10
-4 M; [NiCl2] 
=1,8·10-3 M. 
Figura 3.1.9. Perfil cinético de la reacción 
de conversión B-Z del poli(dG-dC) con 
NiCl2. T = 25,0 ºC; pH = 7; I = 0,1  M 
(NaCl); [poli]o =1,16·10
-4 M; [NiCl2] 
=1,8·10-3 M. 
 Conocidas kobs Ni y la constante de asociación, Ka, en las condiciones de 
trabajo puede estimarse el valor de k2 Ni. 
















    5 12 Ni (1,63 0,2) 10 sk  (3.1.6) 
3.1.3.1.3 Efecto de la temperatura en la conformación Z del poli(dGdC)· en 
presencia de NiCl2 
Finalizado el cambio conformacional B-Z, se investigó el efecto de la temperatura 
en la forma Z del poli(dGdC) en el intervalo 25,0-65,0 ºC mediante espectroscopia 
UV-vis. Se utilizaron incrementos de temperatura T = 5,0 ºC.  
T (ºC)






















Figura 3.1.10. Variación del cociente de 
absorbancias A295nm/A260nm con la temperatura. 
I = 0,1 M (NaCl); [poli]o =1,16·10
-4 M; 
[NiCl2]=1,8·10
-3 M;  
 La figura 3.1.10 muestra la evolución del cociente A295nm/A260nm, con la 
temperatura. En el intervalo T = 25,0-35,0 ºC, ese cociente permanece constante, 
A295nm/A260nm = 0,32, lo que indica que el poli(dGdC)·poli(dGdC)  mantiene la 
conformación Z. Entre 35,0 y 45,0 ºC se produce un aumento significativo del 
cociente A295nm/A260nm y a 45,0 ºC alcanza una meseta. El aumento del cociente se 
ha atribuido a la unión de iones Ni(II) al poli(dGdC) en conformación Z, facilitada 
por la temperatura. 
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La muestra se sometió a cada temperatura hasta que no se observaba 
variación en el espectro.  
3.1.3.2 Estudio del cambio conformacional del poli(dGdC) en presencia 
de EtOH 
Se ha investigado el cambio conformacional B-Z del poli(dGdC)·poli(dGdC) 
mediado por EtOH mediante espectroscopia UV-Vis (figura 3.1.11). El hecho de 
que el EtOH induzca la transición B-Z sugiere que es capaz de modificar el estado 
de hidratación del ADN y, consecuentemente, de influir en la cinética de la 
transición y en la estructura del producto resultante.  
 (nm)


































Figura 3.1.11. Espectros obtenidos para 
la titulación de poli(dG-dC) con EtOH. EtOH 
(v:v) 0-56%; T = 25,0 ºC; pH =7,0; I = 
0,1 M (NaCl); [poli]o=8,43·10
-5 M. 
Figura 3.1.12. Relación de absorbancias 
A295/A260 obtenidas en la titulación de 
poli(dGdC) con EtOH. T = 25,0 ºC; pH=7; I 
= 0,1 M (NaCl); [poli]o=8,43·10
-5 M.  
La valoración del poli(dGdC) se hizo con EtOH (figura 3.1.12), 
encontrándose que, en las condiciones de trabajo, la concentración de EtOH en el 
punto medio de la transición B-Z es 46,1% (v:v). La figura 3.1.12 revela la gran 
cooperatividad del cambio conformacional B-Z en presencia de etanol. Una vez se 
ha producido el cambio de conformación B-Z (46,1% EtOH), se observa que una 
adición ulterior de EtOH produce  aumento progresivo de la relación A295nm/A260
nm, asociado al cambio conformacional entre las conformaciones Z del 
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poli(dGdC), Z-Z* (figura 3.1.12).429 La adición de EtOH al poli(dGdC) produce 
una transición B-Z-Z* confirmada mediante los espectros de dicroísmo circular. 
3.1.3.2.1 Estudio cinético del cambio conformacional B-Z mediado por 
etanol. 
Se ha realizado el estudio cinético del cambio conformacional B-Z a 25,0 ºC. Se ha 
seguido la evolución temporal del espectro (figura 3.1.13) y se ha monitorizado la 
variación de la relación A295nm/A260nm (figura 3.1.14).  
 (nm)

































Figura 3.1.13. Evolución temporal de los 
espectros obtenidos para la valoración de 
poli(dG-dC) con 46,1% EtOH (v:v). T = 
25,0 ºC; I = 0,1 M (NaCl); [poli]o = 
8,43·10-5 M.  
Figura 3.1.14. Perfil cinético de la 
reacción del poli(dGdC) en presencia de 
46,1% EtOH (v:v). T = 25,0 ºC; I = 0,1 M 
(NaCl); [poli]o = 8,43·10
-5M.  
La reacción es lenta y alcanza la meseta después de 1 día (figura 3.1.14). La 
constante de velocidad observada ha sido: kobs EtOH = (1 ± 0,1)·10-4 s-1, acorde con 
el bibliográfico para el cambio conformacional del polinucleótico metilado, 
poli(dG-m5dC), (1,69 ± 0,01) 10-4 s-1 en condiciones de trabajo similares a las 
nuestras (I = 0,10 M (NaCl), pH = 7,0, T = 25,0 ºC. El cambio conformacional 
para el poli(dG-m5dC) se produce para un porcentaje de EtOH menor (16 % v:v) 
y a mayor velocidad. Es lógico, puesto que la metilación del polinucleótido facilita 
el cambio conformacional. 
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En la tabla 3.1.5 se recogen las concentraciones de EtOH requeridas en 
distintas condiciones para que se produzca el cambio conformacional B-Z.  
Tabla 3.1.5. Concentraciones de etanol (%vol.) correspondientes al punto medio 
















84,3 cacodilato 1 25 a 
50 - - 50-150 fosfato 1 20 378 
48 MgCl2 0,66 40-50 - - 20-25 429 
20 MgCl2 3,5·10
-4
40-50 hepes 10 20-25 429 
a Este trabajo. 
Los resultados ponen de manifiesto que la presencia de sales facilita el 
cambio conformacional B-Z mediado por EtOH. 
3.1.3.3 Efecto de la temperatura en la conformación Z* del poli(dGdC) 
en presencia de EtOH 
T  ( º C)


















Figura 3.1.15. Variación de A295nm/A260nm en la 
titulación de poli(dGdC) con EtOH. [poli]o = 
8,43·10-5 M; I = 0,1 M (NaCl); EtOH 65% v:v. 
Se ha estudiado la influencia de la temperatura en la estructura del 
polinucleótido en presencia de EtOH una vez se ha comenzado a generar la forma 
Z*. Se ha sometido a temperaturas crecientes comprobando que la formación de 
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Z* se ve favorecida hasta alcanzar los 40 ºC. De 40 a 50 ºC no se observa ninguna 
variación significativa en el cociente de absorbancias, no se producen cambios 
conformacionales del poli(dGdC) y la forma Z* permanece establece. 
3.1.3.4 Estudio cinético espectrofotómetrico de la reacción del 
poli(dGdC) en presencia de ZnCl2. 
A continuación se describe el efecto del catión Zn(II) sobre el cambio 
conformacional B-Z. 
 
 Para comprobar que el cloruro de zinc produce un cambio 
conformacional en el polinucleótido sintético poli(dGdC), se hizo la titulación del 
polinucleótido sintético con ZnCl2 en las mismas condiciones en que se estudió el 
cambio conformacional mediado por NiCl2, (pH 7,0, I = 0,1 M y T = 25,0 ºC). En 
dos experimentos independientes se comprobó que la curva de valoración del 
poli(dGdC) con ZnCl2 es bifásica (figura 3.1.16 y figura 3.1.17) lo que sugiere la 
formación de dos conformaciones diferentes, dependiendo de la concentración de 
sal. Al representar A295nm/A260nm  frente a [Zn(II)] (figura 3.1.16), se observa que 
los valores obtenidos para la primera meseta (0,135) son inferiores a los 
[Zn(II)]/[poli]





















































Figura 3.1.16. Curva obtenida para la 
aloración de poli(dG-dC) con ZnCl2. 
T=25,0 ºC; pH=7,0; I = 0,1 M (NaCl); 
[poli]o=9,32·10
-5M. 
Figura 3.1.17. Curva obtenida para la 
aloración de poli(dG-dC) con ZnCl2. T = 
25,0 ºC; pH=7,0; I = 0,1M (NaCl); [poli]o 
=1,33·10-5 M. 
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observados con otros metales divalentes (0,180), lo que sugiere que las 
conformaciones adoptadas son diferentes.389  
 Los espectros de dicroísmo circular en las condiciones de cada una de las 
mesetas demuestran que la primera de ellas corresponde a una conformación de la 
familia de las B y la segunda con una de la familia de las Z. Tanto los espectros de 
dicroísmo circular como los de UV-vis sugieren que la conformación Z adoptada 
en presencia de ZnCl2 es diferente de la conformación Z clásica. Así se ha 
propuesto el siguiente mecanismo para el cambio conformacional B-Z mediado 
por Zn(II) en las condiciones de trabajo: 
 
Esquema 3.1.2. Reacciones involucradas en el cambio conformacional B-Z 
promovido por la presencia de Zn(II). 
 Se investigó también el efecto de la adición de ZnCl2 en proporciones muy 
elevadas. Para facilitar los cambios que se pudiesen producir se trabajó a 35,0 ºC, 
observando que adiciones sucesivas de esta sal producen dos cambios 
conformacionales adicionales a los detectados a 25,0 ºC (figura 3.1.18). 
[Zn(II)]/[poli]




















Figura 3.1.18. Curva obtenida para la valoración 
de poli(dG-dC) con ZnCl2. T = 35,0 ºC; pH = 7,0; I 
= 0,1 M (NaCl); [poli]o = 1,46·10
-5 M;  
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3.1.3.4.1 Estudio cinético del cambio conformacional B-Z mediado por ZnCl2  
A continuación, se investigó, mediante espectroscopia UV-vis, la conversión del 
poli(dGdC) desde la forma dextrógira a la levógira en las siguientes condiciones: a) 
a T = 25,0 ºC: i) en presencia de distintas concentraciones de ZnCl2; y ii) en una 
mezcla de ZnCl2 y EtOH; b) A T = 35,0ºC en presencia de ZnCl2 para obtener la 
configuración asociada al cociente A295nm/A260nm = 0,47 (figura 3.1.18) que se ha 
comprobado por espectroscopia de dicroísmo circular que corresponde a otra 
forma de la familia de las Z.  
 La figura 3.1.19 muestra, a modo de ejemplo, uno de los perfiles cinéticos 
obtenidos, junto con el ajuste. Teniendo en cuenta el mecanismo propuesto 












K  (3.1.7) 
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Figura 3.1.19. Perfil cinético obtenido 
para el cambio conformacional B-Z en 
presencia de ZnCl2. T = 25,0 ºC; pH = 7,0; 




Figura 3.1.20. Influencia de la proporción 
[Zn(II)]/[poli] en la constante observada 
para el cambio conformacional B-Z. T = 
25,0 ºC; pH = 7; I = 0,1 M (NaCl); 
[poli]o=(9,00-9,32)·10
-5 M. 
 En la tabla 3.1.6 se recogen los valores obtenidos para las constantes 
observadas con distintas concentraciones de ZnCl2.  




Tabla 3.1.6. Constantes observadas, kobs, para el cambio conformacional B-Z del 
poli(dGdC) promovido por ZnCl2. 
 






0,76  0,30 ± 0,05 8,43  0,643  
2,23  1 ± 0,1 13,02  2,91  
4,57  1,1 ± 0,3 8,25  3,77  
15,24  3,8 ± 0,5 11,65 17,75  
42,54  5,8 ± 0,9 9,32  39,64  
127,61  5,7 ± 0,3 9,32  118,93  
 
pH = 7,0; I = 0,01 M. 
 Para concentraciones elevadas de Zn (II) kobs no varía. Para dichas 
concentraciones. Considerando la ecuación (3.1.7): 1 + KaZnZn(II)= KaZnZn(II), 
quedando reducida la expresión a la siguiente: 
 2Znobs Znk k  (3.1.8) 
 En las condiciones de trabajo (pH = 7,0, I = 0,1 M, T = 25,0 ºC) k2Zn = 
(5,7 ± 0,3) 10-3 s-1. El cambio conformacional mediado por Zn(II) se produce cien 
veces (aprox.) más rápidamente que el mediado por Ni(II). 
 Con la ecuación (3.1.7) se podría obtener el valor de Ka, conociendo kobsZn. 
Debido al elevado error asociado a las constantes más pequeñas, optamos por 
utilizar la ecuación de Benesi-Hildebrand (Ec.(3.1.3)). Con ella, a partir de los 
valores de la pendiente y la ordenada en el origen obtenidas ((Ec.(3.1.9), figura 
3.1.21), se encuentra que KaZn= (2,8 ± 0,2) 103 M-1. La constante de asociación del 
Zn(II) al poli(dGdC) para formar el complejo [B-Zn] es menor que la 
correspondiente al Ni(II), aunque las dos son del mismo orden de magnitud. 






= 45 3 (0,0162 0,0009)[M ]
A  (3.1.9) 
 



































Figura 3.1.21. Diagrama de Benesi-Hildebrand. 





 Se ha investigado el efecto de la adición conjunta de etanol (46,1% v:v) y 
Zn(II) en la cinética del cambio conformacional B-Z y el efecto de la temperatura. 
Las formas Z obtenidas tienen conformaciones diversas a la forma Z obtenida a 
25,0 ºC. 
 
Tabla 3.1.7. Valores de las constante observada del cambio conformacional B-Z en 










[Zn(II)]/[poli] EtOH % 
(v:v) 
25,0 ºC 
Zn (II) 5,7 ± 0,3 119 - 
EtOH 0,1 ± 0,01 - 46,1 
Zn (II) + EtOH 11,8 ± 0,1 119 46,1 
35,0 ºC Zn (II) 1,30 ± 0,03 1500 - 
 
pH = 7,0; I = 0,1 M. 
 El cambio conformacional B-Z en presencia de la mezcla (Zn(II)+EtOH) 
es el más favorecido en comparación con los procesos que transcurren con uno solo 
de los dos agentes. El menos favorecido es el cambio conformacional en presencia 
de EtOH. 
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 A 35,0 ºC, en presencia de Zn(II), incluso con proporciones 
[Zn(II)]/[poli] mayores que a 25,0 ºC el cambio conformacional no se ve tan 
favorecido como a esta temperatura.  
3.1.3.5 Efecto de la temperatura en la conformación Z del poli(dGdC) en 
presencia de ZnCl2 
Mediante espectroscopia UV-vis se investigó la estabilidad de la conformación Z 
con la temperatura en el intervalo T = 25,0-60,0 ºC. La muestra, en conformación 
Z en presencia de Zn(II), se sometía a cada temperatura hasta que no se observaba 
variación en el espectro. Se trabajó con saltos de temperatura ΔT = 5,0 ºC. 
 La figura 3.1.22 muestra la evolución de A295nm/A260nm, con la 
temperatura. En el intervalo T = 25,0-30,0 ºC no se observan variaciones 
significativas. Sin embargo, a partir de 35,0 ºC se produce una variación en 
A295nm/A260nm indicadora de un cambio conformacional. A 35,0 ºC los espectros 
obtenidos muestran puntos isosbésticos que reflejan la existencia de un equilibrio. 
La conformación adquirida a esa temperatura es inestable como refleja el aumento 
del cociente A295nm/A260nm con el aumento de la temperatura. 
T ( ºC)






















Figura 3.1.22. Variación del cociente de 
absorbancias A295nm/A260nm con la 




3.1. Estudio cinético del cambio conformacional del ADN 
  
254 
3.1.3.5.1 Estudio cinético del cambio conformacional Z-B mediado por AEDT  
El retorno de la forma Z del ADN obtenida en presencia de Zn (II), a la forma B 
original, se estudió mediante adición de un exceso de AEDT, que compleja el 
metal. Se ha centrado la atención en los cambios conformacionales Z-B tanto de la 
forma Z originada a 25,0 ºC como de la generada a 35,0 ºC. Se muestran a modo 
de ejemplo las cinéticas obtenidas para los cambios conformacionales B-Z y Z-B a 
35,0 ºC (figura 3.1.23 y figura 3.1.24). 
 Los valores de las constantes observadas para el cambio conformacional 
Z-B son mayores que las asociadas al cambio B-Z (tabla 3.1.8). Estos resultados 
son acordes con los parámetros de activación obtenidos para ambos procesos con 
el polinucleótido metilado.430 La energía libre de activación asociada al proceso B-
Z es mayor que la del cambio conformacional inverso.  
 




T (ºC) 103kobs (s
-1) [Zn(II)]/[poli] 
25,0  8,7±1,5 119 
35,0 14,3± 1,8 1500 
 
pH =7,0; I= 0,1 M. 
t (s)






























Figura 3.1.23. Perfil cinético para el 
cambio conformacional B-Z en presencia 
de ZnCl2. T = 35,0 ºC; pH = 7,0; I = 0,1 
M (NaCl); [ZnCl2] = 8,7·10
-3 M; [poli]o = 
6,50·10-6 M. 
Figura 3.1.24. Perfil cinético  para el 
cambio conformacional Z-B en presencia de 
ZnCl2y AEDT. T = 35,0 ºC; pH = 7; I = 0,1 
M (NaCl); [ZnCl2] = 5,8·10
-3M; [poli]o = 
4,33·10-6 M; [AEDT] = 2,6·10-2 M. 
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3.1.3.5.2 Efectividad de los iones Ni(II) y Zn(II) para inducir el cambio 
conformacional B-Z 
La habilidad de inducir el cambio conformacional B-Z, aumenta en el siguiente 
orden: Na < Mg < Ni < Mn <Zn. 376,389,419,431  El papel de Na(I) y Mg(II) es 
esencialmente de naturaleza electrostática, la nube iónica de carga positiva 
envolvente del esqueleto del ADN reduce la repulsión entre los iones fosfato 
adyacentes, en dirección vertical, más eficientemente en la forma Z que en la B 
(estabiliza la forma Z).411-417 Sin embargo, en presencia de concentraciones 
elevadas de sal sódica, la interacción electrostática es baja y se requieren elevadas 
concentraciones de sal de magnesio, mientras que cantidades ínfimas de Ni(II), 
Zn(II) y Mn(II) son suficientes para promover la transición.387,389 La elevada 
eficiencia de estos últimos iones no puede explicarse en términos electrostáticos, 
pues será similar para Mg(II). El aumento de la eficiencia podría estar relacionado 
con su capacidad para formar quelatos con algunos sitios de reacción del ADN, 
fosfatos y la posición N7 de las purinas con estos metales. La estabilidad de los 
quelatos no explica los resultados obtenidos, ya que, si esto fuese así, el ión Ni(II) 
que da lugar a enlaces más fuertes que Zn (II), sería el promotor más eficiente.432 
Otro factor que podría explicar la tendencia observada experimentalmente, es la 
labilidad de los cationes, la rapidez con que el catión es capaz de expulsar una 
molécula de agua de su esfera de coordinación interna para albergar el complejo 
formado con un sitio del ADN y expresada como el tiempo de permanencia del 
agua en la esfera de coordinación. Este factor se descarta porque el tiempo de 
permanencia del agua para el ión Mg(H2O)62+ (10-5 s) es menos eficiente que para 
Ni(H2O)62+ (10-4 s). El más lábil es Zn(H2O)62+ que es menos eficiente que el 
menos lábil, Mn(H2O)62+.433  La energía de hidratación de los cationes –habilidad 
para modular el estado de hidratación del sistema– puede ser un factor crucial. La 
relevancia de este factor es evidenciada por el efecto positivo del etanol. En el 
proceso de transferencia del catión desde el agua a la superficie hidrófoba del 
ADN, se encuentra implicado un proceso de deshidratación. En la tabla 3.1.9 que 
muestra las entalpías de hidratación de los iones (∆H hidr) se observa que toman 
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valores negativos para todos los cationes,434  lo que indica que el proceso opuesto, 
de deshidratación está desfavorecido energéticamente, en particular para Ni(II), 
que presenta el mayor valor en términos absolutos. La secuencia de los valores 
∆Hhidr es paralela a la secuencia de inducción del proceso B-Z. 
 
Tabla 3.1.9. Entalpías de hidratación para el proceso de hidratación de los tres 
metales considerados, Ni(II), Zn(II) y Mn (II).434 
 
∆H hidr  
(kJ mol-1) 
Ni(II) Zn(II) Mn(II) 






3.1.4 Conclusiones  
El estudio cinético del cambio conformacional B-Z inducido por iones metálicos 
divalentes (Zn(II) y Ni(II)) y por etanol ha conducido a las siguientes 
conclusiones:  
1. Se ha demostrado que la mezcla etanol/ión metálico induce la transición 
de B-Z de forma más eficaz que cada promotor (EtOH y ión metálico) 
por separado. El efecto sinérgico es debido al hecho de que los 
promotores por separado inducen la transición B–Z del poli(dG-dC)-
poli(dG-dC) mientras que la mezcla (EtOH/ión metálico) produce una 
forma agregada de las familias de las Z.  
2. El estudio del efecto de la temperatura en el cambio conformacional del 
ADN promovido por Ni(II) y Zn(II) muestra que la transición del 
poli(dG-dC)-poli(dG-dC) de la forma B, dextrógira, a la Z, levógira o a la 
forma agregada Z* depende de la temperatura que actúa como factor 
selectivo respecto a los tres procesos. 
3. Las tres estructuras (B, Z y Z*) muestran diferentes relaciones de 
absorbancias a 295 y 260 nm. A295/A260 = 0,12 para la forma B, 0,32 para 
la forma Z y en torno a 0,8 e incluso mayor para la forma Z*. Estas 
diferencias permiten determinar la forma que prevalece en unas 
determinadas condiciones por un simple análisis mediante espectroscopia 
UV. 
4. En el proceso de transferencia del catión desde el agua a la superficie 
hidrófoba del ADN, se encuentra implicado un proceso de deshidratación 
que explica la tendencia de las eficiencias de los iones observadas en este 
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5      Apéndices 
 
A1 
“El aprendizaje es un simple apéndice de nosotros mismos; 





Apéndice 1. Variación de log (O6/N7) y log(1/TD50) con la constante de 
sustrato de Swain-Scott. 
 
 
Tabla 3.1.1. Variación de log (O6/N7) y log(1/TD50) con la constante de sustrato de 
Swain-Scott. 
 






























































































































a: Este trabajo. 
 
A2 
Apéndice 2 Influencia de la temperatura y la composición del medio en 
la alquilación de NBP por SO. 
 
Se ha considerado oportuno utilizar el método de velocidades iniciales para evaluar 
el efecto de la composición del medio y la temperatura sobre la constante de 
alquilación, kalq, dados: i) los elevados tiempos de reacción necesarios para obtener 
los parámetros del ajuste a reacciones consecutivas; y ii) la pequeña aportación del 
aducto α a la absorbancia inicial. La desviación existente entre los valores de kalq 
obtenidos a partir del parámetro a del ajuste  y de la velocidad inicial (tabla 3.1.2) 
considerando que la velocidad inicial es exclusivamente la de formación del aducto 
β es del 10% aproximadamente.  
 Los valores de kalq obtenidos en los diferentes medios en el intervalo de 
temperatura 25,0- 37,5 ºC se recogen a continuación.  
 
Tabla 3.1.2. Influencia de T sobre las constantes de alquilación kalq para la 






( ºC ) 
Agua:Dioxano (v:v) 
7,5:2,5 7,0:3,0 6,5:3,5 6,0:4,0 5,5:4,5 5,0:5,0 
25,0 1,3 0,81 0,48 0,36 0,21 0,17 
27,5 1,5 0,92 0,70 0,43 0,33 0,20 
30,0 1,9 1,1 0,85 0,52 0,37 0,28 
32,5 2,1 1,4 1,0 0,66 0,43 0,42 
35,0 2,3 1,5 1,2 0,82 0,63 0,53 
37,5 2,4 1,9 1,2 1,1 0,64 0,57 
 
pH neutro 
 Se han obtenido los parámetros de activación para todos los medios (tabla 
3.1.3). Al comparar los correspondientes al medio 7:3 agua:dioxano obtenidos a 
partir del parámetro a del ajuste AAD/t (tabla 2.3.21) y a partir del método de 









7,5:2,5 7:3 6,5:3,5 6:4 5,5:4,5 5:5 
Ea alq 
(kJ·mol-1) 
40 ± 5 52 ± 2 58 ± 8 67 ± 3 76 ± 10 92 ± 7 
Δ#H°alq 
(kJ·mol-1) 
37 ± 5 49 ± 2 55 ± 8 65 ± 3 73 ± 10 89 ± 7 
-Δ#S°alq  
(J·mol1·K-1) 
194 ± 15 159 ± 7 141 ± 25 113 ± 9 85 ± 33 37 ± 21 
ΔG#alq (25,0ºC) 
(kJ·mol-1) 
97 ± 10 98 ± 4 98 ± 15 100 ± 6 99 ± 20 100 ± 13 
pH neutro. 
Se ha comprobando también que existe una correlación isocinética entre 
los parámetros de activación (figura 3.1.1) lo que sugiere que el mecanismo por el 
que transcurre la reacción de alquilación de la NBP a través de Cβ, SN2, es 





























Figura 3.1.1.Correlación isocinética en 
medio neutro para medios agua:dioxano 
(50:50-75:25). [NBP]o= 1,96·10
-2 M; 
[SO]o= (7,69-8,62)·10
-5 M; 

